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1. Einleitung 
1.1. Tumormetabolismus 
Hanahan und Weinberg beschrieben im Jahr 2000 die wichtigsten Kennzeichen von Krebs als 
sogenannte „Hallmarks of Cancer“ (Hanahan, et al., 2000). Die Liste wurde 2011 unter anderem durch 
das Charakteristikum des „deregulierten Energiemetabolismus“ ergänzt (Hanahan, et al., 2011). Der 
gegenüber normalen Zellen veränderte Zellmetabolismus gibt dem Tumor die Möglichkeit, sich an 
geänderte Bedingungen und veränderten Nährstoffbedarf anzupassen, um die für Proliferation und 
Überleben nötigen Bausteine und Energie zur Verfügung zu haben (Vander Heiden, et al., 2009). 
 
 Glukosestoffwechsel 1.1.1.
Glukose stellt einen der Hauptnährstoffe von Zellen dar, um deren Bedarf an Kohlenstoff und 
Reduktionsäquivalenten zu decken, welche für die Makromolekülsynthese benötigt werden (Vander 
Heiden, et al., 2009). Bei nicht-proliferierenden Zellen findet sich ein vorwiegend kataboler 
Metabolismus von Glukose. Diese wird dem Citratzyklus über Pyruvat zugeführt, wobei es zur 
Gewinnung von Reduktionsäquivalenten kommt, die in der mitochondrialen, oxidativen 
Phosphorylierung zur ATP-Gewinnung genutzt werden (Lodish, et al., 2001). 
Bei stark proliferierenden Zellen, wie Tumorzellen, erfolgt eine Umschaltung des Glukosemetabolismus 
mit verstärkter Verstoffwechselung von Glukose über Pyruvat zu Laktat (Levine, et al., 2010). Otto 
Warburg entdeckte bereits in den 1930er Jahren, dass Tumore hohe Mengen an Laktat freisetzen, was 
als „Warburg-Effekt“ bekannt ist. Die „Warburg-Hypothese“ besagt, dass in Tumorzellen die 
Energiegewinnung primär durch Umwandlung von Glukose zu Laktat erreicht wird. Otto Warburg 
erklärte dies mit einer gestörten Funktion der Mitochondrien, was für ihn die grundlegende Ursache von 
Krebs darstellte (Warburg, 1956). Da diese Verstoffwechselung in Anwesenheit von Sauerstoff erfolgt, 
wird sie auch „aerobe Glykolyse“ genannt (Levine, et al., 2010). Das entstandene Laktat wird im 
Kotransport mit Protonen (H+) durch Monocarboxylat-Transporter (MCT) aus der Zelle ausgeschleust, 
wodurch der pH-Wert im Tumormilieu sinkt (Abbildung 1). Inzwischen ist auch gezeigt, dass die 
Laktatakkumulation und Ansäuerung mit der Metastasierung korreliert und das Überleben der Patienten 
beeinflusst (Walenta, et al., 2000; Gatenby, et al., 2004). 
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Abbildung 1: Glukosemetabolismus in normalen Zellen und Tumorzellen 
Glukose wird über den Transporter GLUT1 aufgenommen und in der Glykolyse zu Pyruvat abgebaut. In normalen 
Zellen findet die Energiegewinnung in den Mitochondrien über die oxidative Phosphorylierung statt. In 
Tumorzellen hingegen erfolgt die Verstoffwechselung von Glukose und Energiegewinnung hauptsächlich über die 




 Weitere metabolische Veränderungen in Tumorzellen 1.1.2.
Neben dem Glukosestoffwechsel sind der Aminosäure- und Lipidstoffwechsel sowie die 
Nukleotidbiosynthese im Tumor verändert. 
So ist einerseits der Verbrauch der Aminosäure Glutamin gesteigert. Glutamin wird in der Glutaminolyse 
zu Glutamat verstoffwechselt, in den Citratzyklus eingeschleust und letztendlich über Malat in Laktat 
umgewandelt (Mazurek, et al., 2003). Dies lässt sich an der Korrelation des Tumorwachstums und einer 
gesteigerten Glutamintransportrate (Bode, et al., 2002), wie auch an der Aktivität von Glutaminase, dem 
Enzym, das Glutamin in Glutamat umwandelt, feststellen (Linder-Horowitz, et al., 1969). Durch den 
gesteigerten Glutamin-Verbrauch kann zum einen NADPH mit Hilfe der Malatdehydrogenase gebildet 
werden (Vander Heiden, et al., 2009), zum anderen werden anaplerotische Funktionen erfüllt. Diese 
Befunde werden durch die Tatsache unterstützt, dass ein Mangel an Glutamin die Zellen sterben lässt 
(Zindy, et al., 1998). Neben dem Glutaminstoffwechsel ist auch der Stoffwechsel der Aminosäuren 
Tryptophan und Arginin im Tumor gesteigert, was sich in einer erhöhten Expression der beteiligten 
Enzyme wie der Indolamin-2,3-Dioxygenase zeigt (Uyttenhove, et al., 2003). 
Des Weiteren zeigen sich in Tumorzellen Besonderheiten im Lipidstoffwechsel (DeBerardinis, et al., 
2008). Hier ist insbesondere die erhöhte Expression der Cyclooxygenasen (COX-1 und -2) zu nennen, 
welche die Fettsäure Arachidonsäure in Prostaglandine (PG) und Thromboxane umwandeln. In 
Tumorzellen findet man eine Überexpression von COX-2, was auf eine eher schlechte Prognose 
hinweist, wie bei Untersuchungen von Brust- und Eierstockkrebs gezeigt werden konnte (Denker, et al., 
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2004; Denkert, et al., 2006). Auch konnte festgestellt werden, dass PGE2 die Zellproliferation stimuliert 
und die Apoptose in kolorektalen Tumoren supprimiert (Shen, et al., 1998). 
 
 
1.2. Das Onkogen MYC als Regulator zentraler Zellmechanismen 
Viele der Stoffwechselveränderungen werden in einem komplexen System über Onkogene und 
Tumorsuppressorgenen wie p53, MYC und HIF reguliert (Dang, et al., 2008). Die Überexpression von 
Onkogenen und der Verlust von Tumorsuppressorgenen sind mit der malignen Transformation 
assoziiert. Proto-Onkogene stellen an sich ungefährliche DNA-Abschnitte dar, die durch Mutation zu 
Onkogenen werden und auf diese Weise einen Beitrag zur Tumorentstehung leisten. 
Tumorsuppressorgene verhindern unter normalen Bedingungen die Zelltransformation, sodass der 
Verlust dieser ebenso zur Tumorigenese beiträgt (Buselmaier, et al., 2007). 
MYC ist ein Onkogen, das in etwa 30% aller Tumoren durch Punktmutation, Genamplifikation, 
Translokation oder Überexpression dysreguliert vorliegt (Vita, et al., 2006). Als häufigste Ursache ist die 
Genamplifikation beschrieben, wie beispielsweise für das kleinzellige Lungenkarzinom und das maligne 
Melanom (Vita, et al., 2006). Beim Burkitt-Lymphom wurde Überexpression von MYC aufgrund von 
Mutationen oder Translokationen festgestellt, was zur Aktivierung von MYC führt (Vita, et al., 2006). 
Auch die Stabilisierung der mRNA oder des Proteins, sowie die Veränderung assoziierter 
Signalkaskaden können zur Entstehung eines Tumors beitragen (Pelengrais, et al., 2002). 
 
 Das Gen MYC 1.2.1.
Das MYC-Gen (MYC) wurde ursprünglich 1978 als virales Onkogen (v-MYC) des MC29 Stammes des 
„avian leukemia virus (AVL)“ entdeckt. Dieses Virus bewirkt neben Karzinomen in Leber und Niere unter 
anderem die Myelocymatose in Vögeln (Sheinees, et al., 1979), von der der Name des Gens abgeleitet 
ist (Sheiness, et al., 1978). C-MYC wurde einige Jahre später als zelluläres Homolog („c“, cellular) aus 
dem Huhn isoliert (Vennstrom, et al., 1982). Auch in der Maus und im Menschen wurden die Gene 
charakterisiert (Dalla-Favera, et al., 1982). Pathologisch wird es oft mit hämatologischen Erkrankungen 
oder soliden Tumoren in Verbindung gebracht (Vita, et al., 2006). Außer c-MYC finden sich noch 
weitere vier Homologe, die wahrscheinlich durch Genduplikation entstanden sind und somit zur MYC-
Genfamilie zusammengefasst werden: N-MYC und L-MYC wurden anfangs im humanen Neuroblastom 
beziehungsweise im kleinzelligen Lungenkarzinom gefunden (Laurenti, et al., 2009). S- und B-MYC 
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finden sich in Nagern und wurden erst einige Jahre später als c-MYC isoliert (Sugiyma, et al., 1989; 
Cornwall, et al., 2001). 
MYC ist auf Chromosom 8 lokalisiert und gliedert sich in drei Exons, wobei Exon 2 und Exon 3 den 
offenen Leserahmen für das Protein bilden. Das Gen besitzt mehrere Promotoren. Die Transkription 
startet vor allem vom zweiten der beiden Hauptpromotoren (P2) aus. Regulatorische Domänen finden 





Abbildung 2: Das Proto-Onkogen MYC 
Das Proto-Onkogen MYC liegt auf Chromosom 8 und besitzt drei Exons. Des Weiteren finden sich vier 
Promotoren, unter denen P2 den Hauptstartbereich darstellt. 
 
 
 Das Protein MYC und seine Aufgaben 1.2.2.
MYC codiert für einen Transkriptionsfaktor mit 64 (MYC 2) beziehungsweise 67 kDa (MYC 1), der 
zelltypspezifisch unterschiedlich stark exprimiert wird. Das Protein wird grob in drei Bereiche unterteilt: 
Am C-terminalen Ende sitzt eine basische Helix-Loop-Helix/Leucin-Zipper-Domäne (bHLH-LZ) 
(Abbildung 3). Diese befähigt MYC zur Bindung mit MAX (MYC associated factor X), einem weiteren 
Transkriptionsfaktor, der ebenfalls ein bHLH-LZ-Motiv trägt. Nur durch Bildung dieses Heterodimers 
kann MYC seine Funktion in der Genregulation ausüben und an die entsprechenden Zielstrukturen 
binden. Ein Homodimer ist nicht möglich. Am N-Terminus findet sich eine Transaktivierungsdomäne 
(TAD) mit Glutamin- und Prolin-reichen Regionen, welche für die transkriptionelle Aktivierung essentiell 
ist. Des Weiteren finden sich vier konservierte Regionen (MYC boxes, MB). MB I liegt in der TAD und 
trägt zur Genaktivierung und zum Proteinabbau bei. MB II ist für den Hauptteil der Genaktivierungen 
verantwortlich. MB III ist für transkriptionelle Repression, Transformation und Apoptose von Bedeutung. 
MB IV moduliert zusätzlich zu Apoptose und Transformation die DNA-Bindung (Facchini, et al., 1998; 
Vita, et al., 2006). Neben der aktivierenden Funktion des Heterodimers MYC/ MAX kann in Kombination 
mit dem Transkriptionsfaktor MIZ1 auch eine reprimierende Funktion ausgeübt werden (Eiler, et al., 
2008). 
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Abbildung 3: Das Protein MYC 
C-terminal findet sich ein basisches Helix-Loop-Helix-Motiv (bHLH) und eine Leucin-Zipper-Domäne (LZ). Auf 
diese Weise wird die Dimerisierung mit dem MYC-associated factor X (MAX) ermöglicht, wodurch letztendlich die 
Bindung an die DNA erfolgen kann. Am N-terminalen Ende findet sich eine Transaktivierungsdomäne (TAD), die 
gleichzeitig die beiden ersten MYC-Boxen enthält. 
 
 
Mehr als 1500 Gene werden durch MYC über unterschiedliche Mechanismen reguliert (Cohen, et al., 
2006). Es bestehen Interaktionen mit den RNA-Polymerasen I, II und III (Gomez-Roman, et al., 2003; 
Arabi, et al., 2005; Gomez-Roman, et al., 2006), sowie mit microRNAs (Lotterman, et al., 2008). Ebenso 
gibt es Hinweise, dass MYC seine Aufgabe als Transkriptionsfaktor über Chromatin-Remodeling-
Prozesse ausübt (Pelengrais, et al., 2002). Die aus MYC und MAX gebildeten Dimere erkennen dabei 
so genannte E-Box-Elemente, die die Kernerkennungssequenz CACGTG besitzen (Blackwood, et al., 
1991). 
 
 MYC als Regulator von Zellproliferation und Zelldifferenzierung 1.2.3.
Eine wesentliche Rolle kommt MYC bei der Zellzyklusregulation zu. Der Zellzyklus in Säugetierzellen 
stellt ein komplexes Zusammenspiel aus Wachstumsfaktor-regulierten cyclinabhängigen Kinasen 
(Cdks) und Cyclinen dar. Cycline besitzen die Fähigkeit, die Kinase-Funktion durch Komplexbildung zu 
aktivieren. Ihre Konzentration selbst ist dabei zyklusabhängig reguliert (Gillett, et al., 1998). Tumorzellen 
sind meist unabhängig vom Vorhandensein von Wachstumsfaktoren (Keath, et al., 1984). 
Während in ruhenden Zellen kein MYC detektiert werden kann, steigt das MYC-Level bei Proliferation 
an und die Zellen treten in die G1-Phase des Zellzyklus ein (Amati, et al., 1998; Dang, 1999). Die 
Expression korreliert somit eng mit dem Proliferationspotential der Zellen (Facchini, et al., 1998). Das 
Cdk4-Gen und Cyclin-D-Gen sind dabei direkte Zielstrukturen von MYC. Das Ausschalten beider MYC-
Allele in einer Fibroblastenzelllinie resultierte in einem Zyklusdefekt in G1 und einer folglich reduzierten 
Proliferationsrate (Mateyak, et al., 1997). Die Bildung von Cdk-Inhibitoren, welche den Zellzyklus 
unterbrechen würden, wird verhindert, indem entsprechende Transkriptionsfaktoren (z.B. MIZ1) aktiviert 
  Einleitung 
  6 
werden (Pelengrais, et al., 2002). Ebenso wird das Zellwachstum selbst durch MYC reguliert 
(Schuhmacher, et al., 1999). 
Da bei Anwesenheit von MYC stets die Proliferation gefördert wird, ist zu diesem Zeitpunkt keine 
terminale Differenzierung möglich. Erst die Anwesenheit von Differenzierungssignalen hemmt die 
Expression und ermöglicht somit den Ausstieg aus dem Zellzyklus. Dabei spielt im Gegensatz zur 
Proliferation nicht der Komplex aus MYC und MAX, sondern ein Komplex aus MAX und MAD, einem 
weiteren Transkriptionsfaktor mit bHLH/ LZ-Domäne, eine Rolle (Lüscher, 2001). Auch konnte durch 
Blockade der MYC-Aktivität durch antisense-Moleküle die Differenzierung verschiedener Zellen erreicht 
werden (Facchini, et al., 1998). 
 
 MYC als Regulator der Apoptose 1.2.4.
Neben der Proliferation wird auch die Apoptose-Induktion durch MYC reguliert (Shi, et al., 1992; 
Fuhrmann, et al., 1999; Pelengrais, et al., 2002; Larsson, et al., 2010). 
Apoptose kann über zwei Wege eingeleitet werden, erstens über externe Signale wie Todesrezeptoren 
(z.B. FAS/CD95) und zweitens über einen intrinsischen Weg, bei dem Proteine der BCL-2 Familie 
beteiligt sind. MYC sensibilisiert die Zelle für pro-apoptotische Signale, z.B. Hypoxie, DNA-Schäden 
oder Stimulation von FAS/CD95. In die Regulation ist beispielsweise der Tumorsuppressor und 
Transkriptionsfaktor p53 involviert, der die Expression von BAX, einem pro-apoptotischen Protein 
steigert und somit die Apoptose einleitet (Zindy, et al., 1998; Larsson, et al., 2010). Zum anderen 
reprimiert MYC die Expression von anti-apoptotischen Proteinen der BCL-2-Familie, die wiederum die 
Lokalisation des Cyctochrom c - Komplexes kontrollieren (Eischen, et al., 2001). Über Bildung des 
Apoptosom wird schließlich die Aktivierung der Caspasen ausgelöst, die die Degradation von 
Zellkomponenten vornehmen (Ehlert, et al., 2001; Vermeulen, et al., 2005). 
Für Apoptose und Proliferation werden dieselben Interaktionsregionen von MYC benutzt und auch die 
Bindung mit MAX ist wichtig (Evan, et al., 1992; Amati, et al., 1993). Entscheidend sind 
Wachstumsfaktoren, wie der Insulin Growth Factor oder der Platelet-derived Growth Factor (Harrington, 
et al., 1994), deren Vorhandensein die Proliferation ermöglichen. Ohne sie wird die Zelle apoptotisch 
(Fuhrmann, et al., 1999), wie anhand von Fibroblasten gezeigt werden konnte (Pelengrais, et al., 2002). 
 
 MYC als zentraler Regulator des Zellstoffwechsels 1.2.5.
MYC spielt auch eine zentrale Rolle in der Regulation wichtiger Stoffwechselwege, wie dem Glukose- 
und dem Glutaminmetabolismus (Dang, et al., 2009). So steigert MYC die Expression des 
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Glukosetransporters GLUT-1, der Laktatdehydrogenase (LDHA), der Phosphofruktokinase und somit 
zentraler Enzyme und Transporter im Glukosestoffwechsel (Shim, et al., 1997; Dang, et al., 2008; Dang, 
et al., 2009). Daneben greift MYC in den Glutaminmetabolismus ein, indem es den Glutamintransporter 
SLC1A5 und die Glutaminase stimuliert und so den Glutaminmetabolismus steigert (Yuneva, et al., 
2007; Wise, et al., 2008; Dang, et al., 2009) (Abbildung 4). 
 
 
Abbildung 4: Einfluss von MYC auf den Glukose- und Glutaminstoffwechsel (Dang, et al., 2009) 
Im Glukosestoffwechsel reguliert MYC den Glukosetransporter GLUT1, die Laktatdehydrogenase LDHA, die 
Phosphofruktokinase PKM2, die Hexokinase HK2, sowie die Pyruvatdehydrogenase PDK1. Außerdem stimuliert 
MYC den Glutaminmetabolismus durch Regulation des Transporters SLC1A5 sowie der Glutaminase GLS. 
 
 
Unter hypoxischen Bedingungen ist das Zusammenspiel von MYC mit dem Hypoxie-induzierten Faktor 
(HIF) 1 und 2 von großer Bedeutung. HIF besteht jeweils aus einer über Sauerstoff regulierten alpha-
Untereinheit und einer konstitutiv exprimierten beta-Untereinheit. Unter Normoxie wird HIF-alpha nach 
Prolyl-Hydroxylierung und Ubiquitinylierung unter Beteiligung des Tumorsuppressorgens „Von Hippel-
Lindau“ (VHL) abgebaut. Unter Hypoxie und bei Mutation von VHL ist dieser Mechanismus ausgesetzt 
und HIF-alpha akkumuliert. Durch Komplexbildung mit HIF-beta werden zahlreiche Gene, unter 
anderem im Metabolismus relevante Gene wie LDHA, eingeschaltet (Semenza, 2003). 
Daneben beeinflusst MYC den Proteinstoffwechsel über RNA-Polymerasen (Gomez-Roman, et al., 
2006), die Ribosomenbiogenese (Schlosser, et al., 2003; Grandori, et al., 2005) und Enzyme der 
Nukleotidsynthese (Bello-Fernandesz, et al., 1993; Facchini, et al., 1998). 
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1.3. Der Tumorstoffwechsel als therapeutisches Target 
 Therapieansätze 1.3.1.
Die derzeitigen Therapien für Krebserkrankungen beruhen zumeist auf Bestrahlung, Chemotherapie 
und Medikamenten. Diese haben zahlreiche Nebenwirkungen, sodass spezifischere Ansatzpunkte der 
Therapie verstärkt untersucht werden. Es sind verschiedene Medikamente und Substanzen bekannt, 
die in den Tumorzellmetabolismus eingreifen und in unterschiedlicher Weise und Effektivität zur 
Inhibition des Tumorwachstums führen (Tennant, et al., 2010) (Abbildung 5). 
 
 
Abbildung 5: Angriffspunkte für Medikamente im Tumorstoffwechsel (Tennant, et al., 2010) 
Zahlreiche Stellen des Tumormetabolismus werden als spezifischer Ansatzpunkt für Tumortherapie untersucht. 
Neben Transportern werden die Glykolyse und der Citratzyklus als erfolgversprechend angesehen. 
 
 
Der Glukosestoffwechsel stellt dafür aufgrund seiner Bedeutung für das Tumorwachstum einen 
vielversprechenden Ansatzpunkt dar. Verschiedene Substanzen wurden bereits auf ihre Wirkung 
untersucht. So führt 2-Deoxy-D-Glukose, die unter anderem die Hexokinase inhibiert (Cay, et al., 1992), 
zu einer Verminderung des Tumorwachstums im Mausmodell. Des Weiteren verstärkt es im 
Mausmodell die Wirkung des Chemotherapeutikums Paclitaxel beim Osteosarkom und dem nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinom (Maschek, et al., 2004). 2-Deoxy-D-Glukose wurde auch in klinischen 
Studien eingesetzt. So wurde es bei Glioblastompatienten in Kombination mit Radiotherapie in 
Toleranzstudien getestet (Singh, et al., 2005). Allerdings zeigten sich Nebenwirkungen wie Diaphorese 
und Beeinträchtigung des zentralen Nervensystems, sodass nur wenige Studien durchgeführt wurden 
(Landau, et al., 1958; Dwarakanath, et al., 2009). 
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Weitere Analysen setzten an der Inhibition der Laktatdehydrogenase an. So konnte durch genetische 
Reduktion der LDHA mittels siRNA ein vermindertes Tumorwachstum erreicht werden (Le, et al., 2010). 
Den gleichen Effekt zeigte die Hemmung des für den Laktatexport verantwortlichen Transporters MCT 
(Monocarboxylat-Transporter) durch shRNA (Mathupala, et al., 2004). 
Dichloracetat (DCA), welches die mitochondriale Pyruvatdehydrogenase hemmt, wird ebenfalls im 
Hinblick auf eine Tumortherapie untersucht. Für die Substanz wurde gezeigt, dass sie den 
Metabolismus von Glykolyse in Richtung der Glukoseoxidation verschiebt, Apoptose induziert und auf 
diese Weise das Tumorwachstum inhibiert (Bonnet, et al., 2007). 
Neben dem direkten Eingreifen an Transportern und Enzymen des Glukosestoffwechsels stellt MYC als 
Regulator des Glukosestoffwechsels eine attraktive Möglichkeit zur Therapie dar (Nesbit, et al., 1999; 
Dang, et al., 2006; Vita, et al., 2006). Allerdings sind nur wenige klinisch einsetzbare Substanzen zur 
MYC-Inhibition beschrieben. So ist gezeigt, dass das Glukokortikoid Dexamethason, das klinisch zur 
Immunsuppression eingesetzt wird, zur Repression von MYC in vitro führt (Ausserlechner, et al., 2004). 
Aufgrund der Nebenwirkungen dieses Medikaments beim Patienten ist sein Einsatz aber nur begrenzt 
möglich, sodass Alternativen zu suchen sind. 
 
 Nicht-steroidale Antirheumatika (NSAIDs)  1.3.2.
Bereits 1994 wurde berichtet, dass der Gebrauch von Aspirin mit einer verringerten Inzidenz von Kolon-, 
Brust- und Lungenkarzinomen einhergeht (Schreinemacher, et al., 1994). Behandlungen mit dem 
unspezifischen COX-Inhibitor Indomethacin verlängerten sogar das Überleben von Patienten mit 
Metastasen und erhöhten die Radiosensitivität von Tumoren (Lundholm, et al., 1994; Choy, et al., 
2003). Mehrere epidemiologische Studien legen einen Zusammenhang von NSAIDs (non steroidal anti-
inflammatory drugs) und der Verringerung des Tumorrisikos nahe (Elwood, et al., 2009). 
NSAIDs stellen eine vielfältige Gruppe an klinisch häufig eingesetzten Medikamenten dar, zu denen 
unter anderen Acetylsalicylsäure (ASS), Diclofenac, Ibuprofen, Indomethacin und Naproxen zählen. Sie 
wirken analgetisch, antipyretisch, antiphlogistisch und hemmen die Blutgerinnung, womit ihre Indikation 
bei Schmerz, Fieber und akuten bzw. chronischen Entzündungen erklärt wird (Dellas, 2006). Auf 
molekularer Ebene hemmen NSAIDs die Cyclooxygenasen (COX) 1 und 2 und verhindern so die 
Bildung von Prostaglandinen und Thromboxan. COX-1 wird im Gewebe konstitutiv exprimiert, während 
COX-2 nur im Entzündungsgewebe induziert wird (Dellas, 2006; Trevor, et al., 2008). 
Ein Zusammenhang von chronischer Entzündung und Tumorentwicklung wurde bereits von R. Virchow 
im Jahr 1863 beschrieben und wird nach wie vor als wichtige Komponente im Tumorgeschehen 
angesehen (Coussens, et al., 2002). Anti-tumorale Effekte von NSAIDs wurden bisher allerdings meist 
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auf COX-abhängige Effekte zurückgeführt. Wenige COX-unabhängige Effekte auf Tumorzellen sind 
ebenso beschrieben (Hanif, et al., 1996; Zhou, et al., 2010). So ist gezeigt, dass das NSAID Diclofenac, 
den Laktattransport in humanen Trophoblastenlinien und chinesischen Hamsterovarialzellen (CHO-
Zellen) reduziert (Tamai, et al., 1995; Emoto, et al., 2002), was auf einen Einfluss von Diclofenac auf 
den Glukosestoffwechsel hindeutet. Aufbauend hierauf konnte unsere Arbeitsgruppe beschreiben, wie 
Diclofenac nicht nur die Proliferation von Tumorzellen in vitro und das Tumorwachstum in vivo, sondern 
auch den Glukosestoffwechsel der Zellen hemmt (Gottfried, et al., 2013). 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der NSAIDs Diclofenac und Diflunisal auf 
Expression und Funktion von MYC in Tumorzellen untersucht. 
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2. Zielsetzung 
 
Tumorzellen zeigen einen gegenüber normalen Zellen deutlich veränderten Metabolismus. Dabei sind 
Änderungen im Aminosäure-, Lipidstoff- und Glukosestoffwechsel von großer Bedeutung für 
Proliferation und Progression. Beim Glukosestoffwechsel sind sie unter dem Synonym des „Warburg-
Effekts“ bekannt, wobei es zur erhöhten Laktatproduktion von Tumorzellen kommt. Dieses Phänomen 
wird unter anderem durch die Aktivierung von Onkogenen und den Verlust von Tumorsuppressorgenen 
beeinflusst. 
Das Onkogen MYC ist in 30% aller Tumore überexprimiert und entscheidend an Proliferation, 
Differenzierung und Zelltod beteiligt. Außerdem gilt es als zentraler Regulator des Glukose- und 
Glutaminmetabolismus und kontrolliert entsprechende Enzyme wie die Laktatdehydrogenase A. 
Aufgrund seiner zentralen Rolle in Tumorzellen stellt MYC somit einen aussichtsreichen Ansatzpunkt für 
eine spezifische Tumortherapie dar. 
Nachdem unsere Arbeitsgruppe zeigen konnte, dass das nicht-steroidale Antirheumatikum (NSAID) 
Diclofenac die Proliferation und Laktatproduktion von Tumorzellen inhibiert, sollte im Rahmen der Arbeit 
der Einfluss der NSAIDs Diclofenac und Diflunisal auf die Expression und Funktion von MYC in 
verschiedenen Tumorzelllinien untersucht werden. Hierbei wurde einerseits die Wirkung von Diclofenac 
und Diflunisal auf die Expression von MYC auf Proteinebene betrachtet und andererseits die 
transkriptionelle Regulation mittels Reporterkonstrukten der Promotorregion von MYC analysiert. Als 
funktioneller Parameter sollte die Induktion von Apoptose nach Inkubation mit Diclofenac und Diflunisal 
untersucht werden. 
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3. Material 
3.1. Geräte 
 Firma, Ort 
BD FACS Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland 
Elektrophorese-Apparaturen  Biometra, Göttingen, Deutschland 
Inkubatoren Heraeus, Hanau, Deutschland 
Luminometer (Sirius) Berthold Detect. Systems, Pforzheim, Deutschland 
Mikroskop Zeiss, Jena, Deutschland 
NanoDrop PeqLab, Erlangen, Deutschland 
Neubauerzählkammer Marienfeld, Lauda-Königshofen, Deutschland 
PCR-Thermocycler (PTC-200) MJ-Research/ Biometra, Oldendorf, Deutschland 
PCR-Thermocycler Veriti 384 well Applied Biosystems, Foster City, USA 
Thermomixer Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Vortex Scientific Industries Inc., New York, USA 
Western-Blot-Kammer Biometra, Göttingen, Deutschland 




 Firma, Ort 
FACS-Röhrchen (Polystyren) Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland 
Kryo-Röhrchen Nunc, Wiesbaden, Deutschland 
Eppendorf-Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Luminometerröhrchen Falcon, Heidelberg, Deutschland 
Multiwell Zellkulturplatten und Röhrchen Falcon, Heidelberg, Deutschland 
Zellkultur-Flaschen Costar, Cambridge, USA 
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3.3. Chemikalien, Kits, Reagenzien 
 Firma, Ort 
7-AAD Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland 
Alkalische Phosphatase  Roche, Mannheim, Deutschland 
Annexin V-FITC konjugiert Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland 
Arginin Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
ASS Fagron, Barsbüttel, Deutschland 
DC Protein Assay  Biorad, München, Deutschland 
Diclofenac Fagron, Barsbüttel, Deutschland 
Diflunisal Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
DNA Leiter 1 kb plus  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
dNTPs NEB, Frankfurt, Deutschland 
Dual-Luziferase Reporter Assay System  Promega, Madison, USA 
ECL Detektions-Kit  GE Healthcare, Buckinghamshire, Großbritannien 
FastStart Taq DNA-Polymerase Roche, Mannheim, Deutschland 
Kaleidoscope pre-stained standard protein marker  Biorad, München, Deutschland 
Lipofectamine™2000 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
NucleoSpin® Plasmid Quick Pure/ Extract II Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 
OptiMEM  Gibco, Eggenstein, Deutschland 
Plasmid Midi-Kit/ Mini-Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 
QIAquick Gelextraktions-Kit  Qiagen, Hilden, Deutschland 
Quick Ligation-Kit  NEB, Frankfurt, Deutschland 
Restriktionsendonukleasen  NEB/ Roche, Frankfurt/ Mannheim, Deutschland 
RIPA-Puffer  Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
ReBlot Plus Mild Antibody Stripping Solution, 10x Millipore, Eschborn, Deutschland 
T4 DNA Ligase  Promega, Madison, USA 
TOPO TA Cloning-Kit Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
 
Weitere Chemikalien wurden von Sigma (Deisenhofen, Deutschland) oder Merck (Darmstadt, 
Deutschland) bezogen. Für alle Lösungen, Puffer und Reaktionsansätze wurde Millipore-gereinigtes, 
entionisiertes Wasser oder DEPC-behandeltes H2O-USB der Firma Amersham (Braunschweig, 
Deutschland) verwendet. 
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3.4. Medien und Zusätze 
 Firma, Ort 
Ampicillin Ratiopharm, Ulm, Deutschland 
Fötales Kälberserum (FCS) PAA, Cölbe, Deutschland 
L-Glutamin Biochrom AG, Berlin, Deutschland 
RPMI 1640-Medium PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland 




pCR-TOPO diente als Klonierungsvektor. In ihn wurde das von genomischer DNA replizierte Fragment 
eingefügt. Dies geschah mit Hilfe der Topoisomerase I, die an den Vektor gebunden vorliegt. 
Anschließend ist es durch einen 3‘-Überhang möglich, den Vektor direkt zu ligieren. Über Ampicillin- 
und Kanamycin-Resistenzen erfolgte die Selektion. 
 
 
Abbildung 6: Der Vektor pCR-TOPO (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 
In den Vektor pCR-TOPO wurde das von genomischer DNA replizierte Fragment mit Hilfe der Topoisomerase I 
eingefügt, die kovalent an den Vektor gebunden ist. Aufgrund des 3’-Überhangs konnte das PCR-Produkt direkt 
ligiert werden. Die Selektion erfolgte über Ampicillin- und Kanamycin-Resistenzen. 
 
 
Die für die Promotoranalyse eingesetzten Vektoren pGL4.10 und pGL4.11 (Promega, Madison, USA) 
besitzen selbst keine Promotoren, sodass der zu untersuchende Promotor über die „multiple cloning 
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site“ (MCS) eingefügt werden kann. Dies ermöglicht das Ablesen des Luziferasereportergens luc2. Der 
Unterschied zwischen beiden Vektoren liegt in der Halbwertszeit der Luziferase - mRNA. Während luc2 
im Vektor pGL4.10 eine Halbwertszeit von drei Stunden besitzt, beträgt diese bei luc2P im Vektor 




Der Vektor pRL-TK (Promega, Madison, USA) wurde als interne Kontrolle eingesetzt. Er besitzt einen 
HSV Thymidinkinase - Promotor, der vor einem Renilla Luziferase-Gen (Rluc) liegt und konstitutive 
Expression der Renilla-Luziferase ermöglicht. 
 
 
Abbildung 8: Der Vektor pRL-TK (Promega, Madison, USA) 
Der Vektor pRL-TK ist ähnlich wie die beiden Vektoren pGL4.10 beziehungsweise pGL4.11 aufgebaut. Er trägt 
jedoch anstatt des Luziferasereportergens luc2 ein Gen aus Renilla und besitzt einen Promotor aus der HSV 
Thymidinkinase. Er diente als interne Kontrolle und wurde mit den beiden genannten Vektoren kotransfiziert. 
 
 
Abbildung 7: Die Vektoren pGL4.10 und pGL4.11 (Promega, Madison, USA) 
Die Vektoren pGL4.10 und pGL4.11 wurden für die Promotoranalysen verwendet. Der Promotor von Interesse 
wurde über die „multiple cloning site“ eingefügt und ermöglichte auf diese Weise das Ablesen des 
Luziferasereportergens luc2 beziehungsweise luc2P. 
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3.6. Antikörper 
Western-Blot 
Reaktivität Isotyp Herkunft Verdünnung Firma, Ort 
anti-β-Aktin (Mensch) IgG Kaninchen 1:2000 Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
anti-IgG, HRP konj. 
(Maus) 
IgG Ziege 1:2500 Dako, Hamburg, Deutschland 
anti-MYC (Mensch) IgG Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, Cambridge, UK 
 
Durchflusszytometrie 
Reaktivität Isotyp Herkunft Konzentration Firma, Ort 
MYC (9E10) (Mensch), 
Alexa Fluor 647 konjugiert 
IgG Maus 1µg/Mio. 
Zellen 
Santa Cruz Biotechnology Inc., 
Heidelberg, Deutschland 
p53 (1C12) (Mensch), Alexa 
Fluor 647 konjugiert 
IgG Maus 1µg/Mio. 
Zellen 
Cell Signaling, Cambridge, UK 
Anti-IgG1, Alexa Fluor 647 
konjugiert 
IgG Maus 1µg/Mio. 
Zellen 









Zelllinie Organismus Gewebe Tumortyp 
MelIm Homo sapiens Haut Melanom 
PC3 Homo sapiens Prostata Prostatakarzinom 
U937 Homo sapiens Monozyt/Makrophage Histiozytom 
Jurkat Homo sapiens T-Lymphozyt Leukämie 
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3.9. Datenbanken und Software 
BLAT http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start 
Emsembl Genome Browser http://www.ensembl.org 
Generunner version 3.05 
Microsoft Office 2003 http://www.microsoft.com 
PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez 
UCSC Genome Browser http://genome.ucsc.edu 
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4. Methoden 
4.1. Zellbiologische Methoden 
 Kultur und Passage von Zelllinien 4.1.1.
Die Tumorzellen wurden im Inkubator bei 37 °C, 5% CO2 in folgendem Medium kultiviert: 
RPMI 1640 Medium 
10% FCS (Fetal Calf Serum) 
2 mM L-Glutamin 
100 µg/ ml Penicillin/ Streptomycin 
Alle fünf bis sechs Tage wurden die Zellen passagiert und 1:10 in frisches Medium neu eingesät. Nach 
einmaligem Waschen mit 1x PBS konnten adhärente Zellen durch Zugabe von 1 ml Trypsin/ EDTA-
Lösung und fünfminütiger Inkubation im Brutschrank vom Flaschenboden gelöst werden. Zur 
Inaktivierung des Trypsins wurden die Zellen in 9 ml Medium mit FCS aufgenommen und abzentrifugiert 
(300 x g, 8 min, 4 °C). Der Überstand wurde verworfen, die Zellen 1x PBS resuspendiert und neu 
ausgesät. 
Die Zelllinien wurden in regelmäßigen Abständen mithilfe des MycoAlert® Mycoplasma Detection-Assay 
(Cambrex, Rockland, USA) getestet, um eine Kontamination mit Mykoplasmen auszuschließen. 
Verwendet wurden nur Mykoplasmen-negative Zellen. 
 
 Bestimmung von Zellzahl und Vitalität 4.1.2.
Die Zellzahlbestimmung erfolgte mittels Neubauer-Zählkammer im Trypanblau-Ausschlusstest. Mithilfe 
der Trypanblau-Lösung lassen sich lebende und tote Zellen unterscheiden, da tote Zellen aufgrund ihrer 
porösen Zellmembran Trypanblau einlagern und somit im Lichtmikroskop blau erscheinen, während 
lebende Zellen keine Farbänderung zeigen. Die Zellzahl wurde nach Auszählen mehrerer Großquadrate 
der Zählkammer im Phasenkontrastmikroskop nach folgender Gleichung berechnet: 
 
410/ ⋅⋅= VZmlZellzahl  
Z = Mittelwert der ungefärbten oder gefärbten Zellen pro Großquadrat 
V = Verdünnungsfaktor der eingesetzten Lösung 
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 Einfrieren und Auftauen von Zellen 4.1.3.
Die Lagerung der Zellen erfolgte in Kryoröhrchen. Dazu wurden 160 µl Dimethylsulfoxid (DMSO) und 
640 µl FCS (Fetal Calf Serum) vorgelegt und 2-3 x 106 Zellen in 800 µl Kulturmedium zugegeben. Um 
eine langsame Temperaturerniedrigung zu gewährleisten, wurden die Kryoröhrchen in einem 
Isopropanol-gefüllten Kryobehälter über Nacht auf -80 °C aufbewahrt. Zur längerfristigen Lagerung 
wurden die Zelllinien in Tanks mit flüssigem Stickstoff überführt. 
Zum Auftauen von Zellen wurde Medium in der Kulturflasche auf eine Temperatur von 37 °C gebracht. 
Der gesamte Inhalt des Kryoröhrchens wurde mit 10 ml RPMI-Medium in ein Falconröhrchen gegeben 
und zentrifugiert (1300 rpm, 7 min, 4 °C), um DMSO weitgehend zu verdünnen. Nach Abnehmen des 
Überstandes wurde das Pellet in 1x PBS aufgenommen und in die Zellkulturflasche überführt. Vor 
Ansatz eines Experiments mussten die Zellen zumindest einmal passagiert werden, um noch 
vorhandene Rückstände an DMSO aus der Kultur zu entfernen. 
 
 
4.2. Molekularbiologische Methoden 
 Anzucht und Kultivierung von Bakterien 4.2.1.
Medien und Agar-Platten zur Anzucht und Kultur von Bakterien wurden folgendermaßen hergestellt: 
LB-Medium  10 g Trypton 
5 g Hefeextrakt 
5 g NaCl 
Mit H2O ad 1000 ml auffüllen, mit NaOH auf pH 7,5 einstellen und autoklavieren. Lösung im Wasserbad 
auf ca. 50 °C abkühlen lassen, bevor Antibiotika zugegeben werden. 
 
LB-Agar  10 g Trypton 
5 g Hefeextrakt 
5 g NaCl 
15 g Agar 
Mit H2O ad 1000 ml auffüllen und autoklavieren. Lösung im Wasserbad auf ca. 50 °C abkühlen lassen, 
bevor Antibiotika zugegeben werden. Anschließend in sterile Petrischalen gießen und bei 4 °C lagern. 
 
Zur Anzucht von E. coli-Stämmen wurden diese auf Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika 
ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C kultiviert. Am folgenden Tag wurden einzelne Kolonien gepickt, 
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in LB-Medium überimpft und über Nacht bei 37 °C und 200 rpm im Schüttler kultiviert. Zur Selektion 
wurde dem Medium und den Agar-Platten Ampicillin in einer Konzentration von 100 µg/ ml zugefügt. 
 
 Transformation von E. coli 4.2.2.
Um Plasmide zur Vermehrung in E. coli einzuschleusen, wurde eine Transformation durch Hitzeschock 
durchgeführt. Es wurden chemisch kompetente E. coli-Zellen auf Eis aufgetaut, 5 µl Plasmid-DNA (1-25 
ng) zugefügt und 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte durch ein Wasserbad bei einer 
Temperatur von 42 °C für 90 s. Anschließend wurden die Zellen sofort für 60 s auf Eis überführt. Nach 
Zugabe von 250 µl SOC-Medium (ohne Antibiotikum) wurde zur Ausbildung der Resistenz für 90 min 
bei 37 °C und 200 rpm geschüttelt. 50-150 µl des Transfektionsansatzes wurden ausplattiert und über 
Nacht bei 37 °C inkubiert. 
 
SOC-Medium  20 g Trypton 
5 g Hefeextrakt 
0,6 g NaCl 
0,2 g KCL 
15 g Agar 
Mit H2O ad 1000 ml auffüllen und autoklavieren. Lösung abkühlen lassen. Danach zugeben: 
   10 ml MgCl2 (1 M) (steril filtriert) 
   10 ml MgSO4 (1 M) (steril filtriert) 
   10 ml Glukose (1 M) (steril filtriert) 
 
 Glycerin-Stock 4.2.3.
Bakterienstämme und Klone wurden als Glycerin-Stocks gelagert. Dazu wurden 250 µl 
Bakteriensuspension und 750 µl LB Glycerin (40% Medium + 60% Glycerin) vermischt, über Nacht bei -
20 °C und anschließend bei -80 °C aufbewahrt. 
 
 Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli 4.2.4.
Die Isolation von Plasmiden aus E. coli-Übernachtkulturen erfolgte mit dem NucleoSpin® Plasmid Quick 
Pure-Kit von Macherey-Nagel nach beigelegtem Protokoll. Größere Mengen Plasmid-DNA für 
Transfektionsexperimente wurden mit Hilfe des endotoxin-free Qiagen Plasmid Midi-Kit aufgereinigt. 
Die Konzentration der DNA wurde Nanodrop ND-1000 (Peqlab, Erlangen, Deutschland) bestimmt. 
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 Restriktionsverdau 4.2.5.
Im Rahmen der Klonierung von Promotorfragmenten wurden Restriktionsverdaue durchgeführt, um die 
unterschiedlichen Längenfragmente des Promotors aus dem ursprünglichen Vektor pTOPOMYCprom 
zu erhalten. Testverdaue wurden für 1-2 Stunden bei 37 °C in einem Volumen von 10 µl angefertigt; 
präparative Verdaue in einem Gesamtvolumen von 25 µl und 2-3 Stunden bei 37 °C. 
 
 Testverdau Präparativer Verdau 
DNA-Konzentration 700 ng bis 6 µg 
Enzym 0,5 µl 1 µl 
10x Puffer 1 µl 2,5 µl 
BSA (falls nötig, 1:10) 1 µl 2,5 µl 




Die Agarosegelelektrophorese wurde benutzt, um DNA-Fragmente unterschiedlicher Länge 
aufzureinigen, aufzutrennen und für weitere Versuche verfügbar zu machen. Dazu wurde die benötigte 
Menge Agarose (1%) zu einem entsprechenden Volumen an TAE-Puffer in einen Erlenmeyerkolben 
gegeben und in der Mikrowelle aufgekocht, bis sich die Agarose vollständig gelöst hatte. Nachdem die 
Lösung auf ca. 60 °C abgekühlt war, wurde Ethidiumbromid (10 mg/ ml) zugegeben und die Lösung in 
eine Gelkammer gegossen. Nach dem Aushärten wurde das Gel in eine Gelelektrophoresekammer 
überführt und vollständig mit TAE-Puffer bedeckt. Die DNA-Proben wurden 4:1 mit einem 5x DNA 
Gelladepuffer gemischt und in die entsprechenden Kammern pipettiert. Bei jedem Agarosegel wurde ein 
1 kb plus DNA Standard (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) als Vergleich benutzt. Abhängig von der 
Fragmentgröße wurde die Elektrophorese bei ca. 120 Volt für etwa 20-45 min durchgeführt. 
 
Benötigte Puffer und Lösungen 
50x TAE-Puffer  252,3 g Tris 
20,5 g NaOAc/ HOAc pH 7,8 
18,5 g EDTA 
mit H2O ad 1000 ml 
0,5 M EDTA-Lösung 18,6 g EDTA/ NaOH pH 8,0 
mit H2O ad 100 ml 
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5x DNA Loading-Dye 500 µl Tris/ HCl pH 7,8 
500 µl 20% SDS 
1 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 
4 ml Glycerin 
10 mg Bromphenolblau 
mit H2O ad 10 ml, Lagerung bei 4 °C 
 
 Aufreinigung von DNA per Gelextraktion 4.2.7.
Die DNA wurde in einem Agarosegel mit Ethidiumbromid aufgereinigt und nach Fragmentgröße 
aufgetrennt. Die gewünschten Banden wurden unter schwachem UV-Licht mit einem Skalpell 
ausgeschnitten und mit dem NucleoSpin® Extract II (Macherey-Nagel, Düren, Deutschland) nach 
beiliegendem Protokoll aufgereinigt. 
 
 Ligation 4.2.8.
Um die geschnittenen und gereinigten DNA-Fragmente wieder zu verbinden und replikationsfähige 
Vektoren herzustellen, wurde eine Ligation über Nacht bei 16 °C nach folgendem Ansatz durchgeführt: 
 
  
Vektor 0,5 µl 
Insert 0,5 µl 
Puffer (10x) 1 µl 
Ligase 0,5 µl 
H2O Ad 10 µl 
 
Die Plasmide wurden von Geneart (Regensburg, Deutschland) mit vektorspezifischen Primern 
sequenziert. 
 
 Klonierung der Reporterkonstrukte zur Analyse der Promotoraktivität von MYC 4.2.9.
Im Rahmen der Arbeit sollte die Aktivität von Promotorkonstrukten von MYC getestet werden. Das 
Proto-Onkogen MYC ist in drei Exons gegliedert. Es besitzt mehrere Promotoren, wobei die 
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Transkription vorwiegend von P2 aus startet. Regulatorische Domänen befinden sich in der 5‘ 
upstream-Region, der 5‘ und 3‘ UTR und im Intron I (Facchini, et al., 1998). 
Hier wurde die Region upstream von Exon 1 zur Klonierung von Reporterkonstrukten ausgewählt 
(Abbildung 9). Der gewählte Bereich von ca. 2700 bp wurde von Lucia Schwarzfischer aus der 
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. Rehli (Innere Medizin III, UKR) von genomischer DNA amplifiziert und in 
einen pCR2.1-TOPO –Vektor (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) kloniert (pTOPOMYCprom). 
 
 
Abbildung 9: Promotorregion des Proto-Onkogens MYC 
In blau ist das erste Exon der genomischen DNA von MYC darstellt. Die oben gezeigte Region upstream von 
Exon 1 (schwarz) wurde für die weiteren Experimente ausgewählt und von genomischer DNA amplifiziert. 
 
 
Um die Konstrukte im Luziferase-Assay einsetzen zu können, mussten diese zuerst in die Vektoren 
pGL4.10 und pGL4.11 (Promega, Madison, USA) kloniert werden. Die Promotorregion von Interesse 
wird dabei vor das im Vektor enthaltene Luziferase-Gen gestellt, dessen Expression anschließend zur 
Bestimmung der Promotoraktivität genutzt wurde. 
Um die durch NSAIDs beeinflusste Region weiter einzugrenzen, wurden zwei der drei verschieden 
langen Konstrukte von ca. 2700 bp, 1400 bp und 700 bp direkt aus dem pTOPOMYCprom-Vektor in die 
„multiple cloning site“ (MCS) der beiden pGL4-Vektoren (pGL4.10 und pGL4.11) umkloniert. Das dritte 
Konstrukt von 1400 bp wurde ausgehend von den Vektoren pGL4.10 bzw. pGL4.11 erstellt. 
Für die Erstellung des 2700bp-Konstruktes wurde hierzu das Promotorfragment mit Hilfe der 
Restriktionsenzyme NheI und HindIII umkloniert. Das 700bp-Konstrukt wurde mit den Enzymen PvuII 
und HindIII ausgeschnitten. Eingefügt wurde das gewünschte Fragment über die Restriktionsenzyme 
EcoRV und HindIII. Dies war möglich, da sowohl PvuII, als auch EcoRV „blunt ends“ erzeugen und 
somit kein komplementärer Überhang vorhanden sein muss. 
Die Fragmentgrößen wurden nach Restriktionsverdau in der Agarosegelelektrophorese überprüft. Die 
Aufreinigung erfolgte durch das Kit von Qiagen (Hilden, Deutschland). Die sich anschließende Ligation 
der entsprechenden Fragmente wurde über Nacht durchgeführt. Um die neuen Konstrukte zu 
amplifizieren, wurde der Ligationsansatz in DH10beta-Zellen transformiert. Nach Inkubation in LBAmp-
Medium konnten die Vektoren pGL4.10-2700, pGL4.10-700, pGL4.11-2700 und pGL4.11-700 isoliert 
und ihre Konzentration bestimmt werden. 
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Um das letzte Konstrukt mit ca. 1400 bp herzustellen, wurden die Vektoren pGL4.10-2700 bzw. 
pGL4.11-2700 mit der Restriktionsendonuklease KpnI verdaut. Dabei fiel ein Fragment von ca. 1300 bp 
aus dem Vektor, da das Enzym zwei Schnittstellen im Vektor besitzt, wobei eine in der MCS und die 
zweite im eingefügten Genfragment liegt. Anschließend wurden die Ausgangsvektoren religiert und als 
pGL4.10-1400 und pGL4.11-1400 isoliert. 
Die Orientierung und Richtigkeit der Basenabfolge wurde in allen Konstrukten mittels Sequenzierung 
überprüft. Dabei konnten einzelne Basenaustausche festgestellt werden, die wegen ihrer geringen 
Anzahl keine Auswirkung auf eine eventuelle Beeinflussung durch NSAIDs haben sollten und somit 
akzeptiert wurden. 
Durch die Klonierung wurden die Promotorkonstrukte pGL4.10-2700, pGL4.10-1400 und pGL4.10-700 
sowie pGL4.11-2700, pGL4.11-1400 und pGL4.11-700 erhalten, deren Aktivität nach transienter 
Transfektion im Luziferasetest analysiert wurde (Abbildung 10). 
 
 
Abbildung 10: Schematische Darstellung der Promotorkonstrukte 
In der Abbildung sind der Beginn des MYC-Gens mit seinem ersten Exon, einige der Promotoren, sowie die 
upstream-Region dargestellt. Darunter finden sich schematisch die Bereiche der Basenpaare für die Konstrukte 




 Transiente Transfektion 4.2.10.
Zur Vorbereitung der transienten Transfektion wurden die Zellen einen Tag vor Transfektion ohne 
Antibiotika in einer Konzentration von 0,5 x 106/ 2 ml Medium pro Transfektionsansatz in 6-Well-Platten 
in Replikaten ausgesät. Am folgenden Tag wurden für die Transfektion folgende Ansätze vorbereitet: 
 Lipofektamin-Ansatz: Je Transfektionsansatz wurde 250 µl OptiMEM (serumfreies Medium) mit 10 
µl Lipofectamine™ 2000 gemischt und 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. 
 Plasmid-Ansatz: Je Transfektionsansatz wurde 250 µl OptiMEM (serumfreies Medium) mit 60 ng 
Renilla-Plasmid und 1,5 µg Plasmid-DNA gemischt. 
Anschließend wurden der Lipofektamin- und Plasmid-Ansatz gemischt und 30 min bei Raumtemperatur 
im Dunkeln inkubiert. Währenddessen wurden die Zellen einmal mit 1x PBS gewaschen und mit 2 ml 
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Serum- und Antibiotika-freiem RPMI-Medium überschichtet. Im Anschluss wurde das Gemisch aus 
Lipofektamin- und Plasmid-Ansatz langsam auf die Zellen geträufelt. Nach fünfstündiger Inkubationszeit 
wurden je Ansatz 250 µl FCS und entsprechend der Experimentvorgaben Testsubstanzen wie NSAIDs 
bzw. Kontrollmedium zugegeben. Nach 12- bis 24-stündiger Inkubation im Brutschrank erfolgte die 
Luziferasemessung. 
 
 Bestimmung der Luziferaseaktivität 4.2.11.
Die Luziferaseaktivität wurde mit Hilfe des Dual Luciferase Reporter Assay Systems (Promega, 
Madison, USA) bestimmt. Hierzu wurden die Zellen 12-24 h nach der Transfektion zweimal mit 1x PBS 
gewaschen und anschließend mit 300 µl Lysepuffer bei Raumtemperatur lysiert. Die Zellen wurden mit 
Hilfe eines Zellschabers gelöst, in ein Eppendorfröhrchen überführt und zentrifugiert (13000 rpm, 3 min, 
4 °C). Die Firefly- und Renilla-Luziferaseaktivität wurde im Überstand am Sirius Photometer gemessen. 
Dazu wurden zunächst 20 µl des Überstandes und 100 µl Substrat vermischt, wodurch die Aktivität der 
Firefly-Luziferase bestimmt werden konnte. Um diese Reaktion zu beenden, wurden 100 µl Stop & 
Glow-Lösung zugegeben und anschließend die Aktivität der Renilla-Luziferase gemessen. Die Firefly-
Luziferaseaktivität der einzelnen Transfektionen konnte auf diese Weise mit Hilfe der Renilla-
Luziferaseaktivität normalisiert werden. 
 
 
4.3. Proteinbiochemische Methoden 
Expressionsanalysen auf Proteinebene wurden anhand von SDS-Gelelektrophoresen (SDS-PAGE) in 
Kombination mit Western-Blot-Analysen durchgeführt. Bei der SDS-PAGE wird die Eigenschaft von 
Proteinen genutzt, Sodiumdodecylsulfat (SDS) zu binden. Hierdurch werden negativ geladene SDS-
Protein-Komplexe gebildet, die sich im Gel auftrennen lassen, wobei sich die Ladung proportional zur 
Masse verhält. Außerdem führt SDS in Kombination mit β-Mercaptoethanol zur Denaturierung von 
Proteinen, wodurch Protein-Protein-Wechselwirkungen sowie Tertiär- und Quartiärstrukturen 
aufgebrochen werden. Die im Gel aufgetrennten Proteine werden im Western-Blot elektrophoretisch auf 
eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran übertragen, auf der Proteine durch spezifische Antikörper 
durch Farbreaktionen nachgewiesen werden können. 
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 Proteinlysate für Western-Blot-Analysen 4.3.1.
Zur Extraktion des Gesamtproteins wurden Zellen in 6-Well-Platten zweimal mit PBS-Puffer gewaschen 
und mit 100 µl RIPA-Puffer pro 5 x 106 Zellen überschichtet. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber 
vom Boden der Platten geschabt und mit einer Pipette in ein Eppendorfgefäß überführt. Nach 
einminütigem Vortexen wurden die Proben für 20 min bei -20 °C inkubiert und anschließend nochmals 1 
min gevortext. Hierauf folgte eine Zentrifugation (15 min, 13000 rpm) und die Aliquotierung der 
Überstände. Diese wurden zur Proteinbestimmung verwendet oder bei -80 °C gelagert. 
Die Proteinbestimmung wurde mittels DC Protein Assay von Biorad (München, Deutschland) nach 
Angaben des Herstellers durchgeführt. Der Test basiert auf dem Lowry-Test, bei dem Protein mit Cu2+-
Ionen in alkalischer Lösung einen Komplex bildet (Biuret-Reaktion). Zur Konzentrationsbestimmung 




Zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteinlysate wurde das diskontinuierliche System von 
Laemmli mit Trenngel und Sammelgel verwendet. Entsprechend des Molekulargewichts der in dieser 
Arbeit untersuchten Proteine wurden 12-prozentige SDS-Gele angefertigt. Zum Gießen des Trenngels 
wurde Untergel-Stammlösung mit Ammoniumpersulfat-Lösung (APS, 5 µl/ 1 ml Stammlösung) und 
Tetramethylethylendiamin (TEMED, 1 µl/ 1 ml Stammlösung) als Polymerisationskatalysator vermischt 
und sofort in die Gelkammern gegossen. Anschließend wurde das Trenngel mit Isopropanol 
überschichtet. Nach ca. 30 min Polymerisationszeit wurde der Isopropanol abgegossen und das 
Sammelgel aus Obergel-Stammlösung, APS und TEMED zugegeben und der Kamm eingesetzt. 
Nach erneuter Polymerisation wurden die Gele in die Kammern gesetzt und vollständig mit 1x Laemmli-
Puffer überschichtet. Entsprechende Mengen der Proteinlysate wurden mit 2x SDS-Probenpuffer 
vermischt und 7 min bei 95 °C inkubiert. Anschließend wurden die Proben abzentrifugiert und auf das 
Gel aufgetragen. Zur Bestimmung des Molekulargewichtes wurde eine Geltasche mit 5 µl Biorad 
Kaleidoskop Marker beladen. Für das Durchlaufen des Sammelgels wurde eine Spannung von 60-90 V 
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 Trenngel Sammelgel 
Trenngel-Stammlösung 10 ml - 
Sammelgel-Stammlösung - 5 ml 
TEMED 10 µl 5 µl 
Ammoniumpersulfat-Lösung 
(APS) 10% 
50 µl 40 µl 
 
Benötigte Puffer und Lösungen 
Acrylamid (AA)-Stammlösung Rotiphorese Gel 30, Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Trenngel-Puffer   90,83 g Tris/ HCl, pH 8,8 
mit H2O ad 500 ml 
Sammelgel-Puffer  30 g Tris/ HCl, pH 6,8 
mit H2O ad 500 ml 
SDS-Stammlösung  10 g SDS 
mit H2O ad 100 ml 
Ammoniumpersulfat-Lösung 100 mg Ammoniumpersulfat 
(APS)    mit H2O ad 1 ml, im Kühlschrank max. 5 Tage haltbar 
5x Laemmli-Elektrodenpuffer 15 g Tris 
216 g Glycin  
15 g SDS 
mit H2O ad 3000 ml 
2x SDS-Probenpuffer  10 ml Glycerin 
5 ml Tris-Puffer 
2 g SDS 
5 ml β-Mercaptoethanol 
10 mg Bromphenolblau 
mit H2O ad 50 ml 
1 M Tris-Puffer   13 g Tris/ HCl, pH 6,8 
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Stammlösungen: 
 Trenngel Sammelgel 
AA Endkonzentration 12% 5% 
Sammelgel-Puffer - 25 ml 
Trenngel-Puffer 25 ml - 
SDS (10%) 1 ml 1 ml 
AA-Stammlösung (30%) 40 ml 16,65 ml 
H2O Ad 100 ml 
 
 Western-Blot 4.3.3.
Im Anschluss an die SDS-Gelelektrophorese wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran (Immobilon-
P, Millipore) geblottet. Dazu wurde eine Halbtrockenzelle von Biometra (Göttingen, Deutschland) 
eingesetzt. Zu Beginn wurden je drei Filterpapiere (Whatman 3MM) mit den jeweiligen Anodenpuffern A, 
B und C getränkt. Die PVDF-Membran wurde durch kurzes Schwenken in Isopropanol aktiviert und 
anschließend in Anodenpuffer B geschwenkt. Beim Aufbau der Blot-Kammer wurde das SDS-Gel 
zwischen Filterpapier und PDVF-Membran gelegt. Der Western-Blot wurde über 60 min mit ca. 0,8 mA/ 
cm2 durchgeführt. Im Anschluss wurden die noch vorhandenen Proteinbindungsstellen der PVDF-
Membran durch einstündiges Schwenken in fünfprozentiger Magermilchlösung abgesättigt. Die 
Immunfärbung erfolgte durch Inkubation mit spezifischen Antikörpern (1 h bei Raumtemperatur oder 
über Nacht bei 4 °C). Mit Hilfe des ECL-Detektions-Kits (Buckinghamshire, Großbritannien) wurden die 
Bindestellen sichtbar gemacht. Alternativ wurde selbst hergestelltes ECL verwendet (Haan, et al., 
2007), wobei 5 µl des ECL-Mixes zusammen mit 1,5 µl 30% H2O2 auf die Blotmembran gegeben 
wurden. Zwischen den Färbeschritten mit Antikörpern und der Detektion mittels ECL wurde 3 x 15 min 
mit TBST-Lösung gewaschen. Zum Strippen einer Blotmembran, um sie mit einem weiteren Antikörper 
zu behandeln, erfolgte zunächst ein zweimaliges Schwenken in TBST für 15 min. Nach einer sich 
anschließenden Inkubation von 15 min in Strip-Lösung wurde erneut zweimal 15 min in TBST 
gewaschen. Nun konnte erneut mit der Blockierung und Antikörperinkubation begonnen werden. 
Zur Quantifizierung von Proteinen wurde als interne Referenz ein Antikörper gegen β-Aktin eingesetzt. 
 
Benötigte Puffer und Lösungen 
Anodenpuffer A  36,3 g Tris/ HCl, pH 10,4 
200 ml Methanol 
mit H2O ad 1000 ml 
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Anodenpuffer B  3,03 g Tris/ HCl, pH 10,4 
200 ml Methanol  
mit H2O ad 1000 ml 
Anodenpuffer C  5,2 g ε-Amino-n-Capronsäure, pH 7,6 
200 ml Methanol 
mit H2O ad 1000 ml 
Block-Lösung  5% Magermilchpulver in H2O, filtriert, im Kühlschrank max. 3 Tage haltbar 
2x TBS-Lösung  9,16 g Tris/HCl 
35,1 g NaCl 
mit H2O ad 2000 ml 
TBST-Lösung  1 ml Tween-20 auf 1000 ml TBS-Lösung 
ECL-Mix  2 ml Luminollösung (250 mM in H2O) 
0,89 ml p-Coumarin-Säure (90 mM in DMSO) 
20 ml Tris/ HCl, 1M, pH 8,5 
mit H2O ad 200ml  
 
 
4.4. Durchflusszytometrische Methoden 
 Intrazelluläre Messung der Expression von MYC 4.4.1.
Zur Bestimmung von MYC mittels intrazellulärer FACS-Färbung wurden je Ansatz 0,5 x 106 Zellen auf 
FACS-Röhrchen verteilt und zweimal mit 400 µl kaltem FACS-Puffer gewaschen (Zentrifugation 6 min, 
4°C, 1400 rpm). Anschließend wurden die Zellen mit 400 µl 0,25% PFA/ PBS für 10 min bei 4 °C fixiert 
und erneut zweimal mit 1x PBS gewaschen. Zur Permeabilisierung wurden die Zellen zweimal mit je 
250 µl Permeabilisierungslösung aufgeschlossen und anschließend wiederum jeweils für 6 Minuten, 4 
°C, 1400 rpm zentrifugiert. Die Färbung selbst erfolgte mit 1 µg direkt fluoreszenzmarkiertem Antikörper 
bzw. Isotypenkontroll-Antikörper für 45 min im Dunklen. Um nicht gebundene Antikörper zu entfernen, 
wurde mit Permeabilisierungslösung und zweimal mit 400 µl 1x PBS gewaschen. Die abschließende 
Fixierung der Zellen wurde mit 400 µl 1% PFA/ PBS durchgeführt. Die Messung erfolgte am BD FACS 
Calibur. 
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 Bestimmung von Apoptose 4.4.2.
Am Vortag wurden 1 x 106 Zellen/ 2 ml in 6-Well-Platten mit den entsprechenden Konzentrationen an 
NSAIDs ausgesät und über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Zellen geerntet (1300 rpm, 7 
min, 4 °C) und zweimal mit je 2 ml 1x PBS gewaschen (1300 rpm, 7 min, 4 °C). Jeder Ansatz wurde auf 
vier Röhrchen mit 0,25 x 106 Zellen aufgeteilt und diese jeweils zweimal mit 400 µl 1x PBS gewaschen 
(1600 rpm, 4 min, 4 °C). Nach einem erneuten Waschschritt mit Annexin-Puffer wurden die Zellen mit 




2 Annexin V-FITC 5 µl 
3 7-AAD 20 µl 
4 Annexin V-FITC + 7-AAD 
Die Analyse erfolgte am BD FACS Calibur. 
 
 
Benötigte Puffer und Lösungen für die durchflusszytometrischen Methoden 
FACS-Puffer     5 ml Immunoglobulin IgG (50 mg/ ml) 
5 ml Natriumazid (10%) 
PBS ad 500 ml 
Paraformaldehyd (PFA)    1 g (1%) Paraformaldehyd 
PBS ad 500 ml 
Permeabilisierungslösung   1x PBS 
      0,1% HSA 
      0,1% Saponin 
Annexin-Binding-Puffer    1 ml 
      9 ml H2O 
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5. Ergebnisse 
Vorausgegangene Experimente unserer Arbeitsgruppe zeigten einen Einfluss nicht-steroidaler 
Antirheumatika (NSAIDs, „non steroidal anti-inflammatory drugs“) auf Tumorzellen. Dabei wurde 
festgestellt, dass Diclofenac sowohl bei der Melanomzelllinie MelIm als auch bei der Histiozytomzelllinie 
U937 in den Konzentrationen von 0,4 mM und 0,8 mM die Proliferation signifikant hemmt. Im Gegensatz 
dazu trat bei der Zugabe von Acetylsalicylsäure (ASS) keine Hemmung der Proliferation in den 
getesteten Konzentrationen auf. Des Weiteren war die Akkumulation von Laktat, dem Endprodukt der 
Glykolyse, nach Diclofenac-Inkubation signifikant gesenkt (Gottfried, et al., 2013). 
Da dem Proto-Onkogen MYC eine zentrale Stellung im Tumorstoffwechsel, insbesondere dem Glukose- 
und Glutaminstoffwechsel zugesprochen wird (Dang, 1999), sollte in dieser Arbeit der Einfluss von 
Diclofenac sowie weiterer NSAIDs auf MYC untersucht werden. 
 
 
5.1. Regulation der MYC-Expression durch NSAIDs auf Protein-Ebene 
Um den Effekt von Diclofenac auf MYC auf Protein-Ebene zu beurteilen, wurde die Expression von 
MYC mittels Western-Blot untersucht. Dabei setzte man neben Diclofenac und ASS auch das ASS-
Derivat Diflunisal ein. Um verschiedene Tumorentitäten abzudecken, wurden neben den zuvor 
eingesetzten Zelllinien MelIm (Melanom) und U937 (Histiozytom) die Prostatakarzinomzelllinie PC3 und 
die T-Zellleukämielinie Jurkat verwendet. 
 
 Effekt von NSAIDs auf die Expression von MYC in der Melanomzelllinie MelIm 5.1.1.
Für die Western-Blot-Proben wurden je 2,5 x 106 Zellen pro Well der adhärenten Melanomzelllinie 
MelIm in 6-Well-Platten für 24 h bei 37 °C in An- und Abwesenheit von Diclofenac, ASS, Diflunisal bzw. 
Arginin als Lösungsmittelkontrolle für Diflunisal inkubiert. Nach Lyse der Zellen und Proteinisolierung 
wurde dessen Konzentration mittels Lowry-Testung bestimmt. Zur Auftrennung durch SDS-
Gelelektrophorese und dem anschließenden Western-Blotting wurden 15-20 µg Protein pro Spur auf 
ein Polyacrylamidgel aufgetragen. 
Es wurde festgestellt, dass Diclofenac und Diflunisal die MYC Proteinexpression deutlich hemmen 
(Abbildung 11). Bei Diclofenac zeigte sich ein leichter Effekt bei 0,4 mM und ein deutlicher Effekt bei 0,8 
mM; Diflunisal wies bereits ab 0,4 mM eine deutlich verminderte Expression auf, die in höheren 
Konzentrationen verstärkt wurde. Hingegen hatte ASS in allen getesteten Konzentrationen keinen 
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Einfluss auf die Proteinexpression von MYC. In einzelnen Experimenten trat eine zweite Bande im 
Western-Blot auf, die möglicherweise auf unterschiedliche Glykosylierung oder das Ablesen von 
unterschiedlichen Promotoren zurückzuführen ist. 
 
 
Abbildung 11: Regulation von MYC auf Proteinebene durch NSAIDs in MelIm 
MelIm Zellen wurden zu je 2,5 x 106 pro Well in 6-Well-Platten für 24 h in An- und Abwesenheit von ASS, 
Diclofenac, Diflunisal und Kontrollmedien (K) inkubiert. Nach Proteinisolierung wurden 15-20 µg Protein pro Spur 
auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen. Durch Western-Blot-Analysen wurde die Expression von MYC in der 
Melanomzelllinie MelIm getestet. 0,8 mM Arginin diente als Lösungsmittelkontrolle für die Ansätze mit Diflunisal, 
da diese in Arginin gelöst waren. β-Aktin diente als Beladungskontrolle im Western-Blot. 
 
 
Um den Effekt von Diclofenac auf die MYC-Expression genauer zu untersuchen, wurde eine Kinetik 
erstellt. Hierbei wurde die Expression nach 1h, 2h, 4h und 24h im Western-Blot bestimmt (Abbildung 
12). Bereits nach 1 h zeigte sich bei 0,4 mM Diclofenac eine leicht verminderte Expression, die zu allen 




Abbildung 12: Kinetik von MYC unter dem Einfluss von Diclofenac in MelIm 
MelIm wurden zu je 2,5 x 106 pro Well in 6-Well-Platten für 1h, 2h, 4h und 24h in An- und Abwesenheit (Kontrolle 
K) von Diclofenac inkubiert. Nach Proteinisolierung wurde die Expression von MYC mittels Western-Blot-
Analysen untersucht. β-Aktin diente als Beladungskontrolle. 
 
 
MYC gilt als zentraler Transkriptionsfaktor bei der Regulation des Glukose- und Glutaminmetabolismus 
(Dang, et al., 2009). Um zu kontrollieren, ob Diclofenac auch einen Effekt auf andere 
Transkriptionsfaktoren hat, wurde die Expression von STAT3 untersucht, welcher eine entscheidende 
Rolle bei der Entstehung von Tumoren spielt (Zhuang, et al., 2007; Wang, et al., 2012). Wie der 
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Abbildung 13: STAT3 Expression unter dem Einfluss von Diclofenac in MelIm 
2,5 x 106 MelIm wurden in 6-Well-Platten für 24 h in An- und Abwesenheit (Kontrolle K) von Diclofenac inkubiert. 
Nach Proteinisolierung und Konzentrationsbestimmung wurden 15-20 µg Protein pro Spur auf ein 
Polyacrylamidgel aufgetragen. Durch Western-Blot-Analysen mittels anti-STAT3 Antikörper wurde die Expression 
untersucht. β-Aktin diente als Beladungskontrolle. 
 
 
 Effekt von NSAIDs auf die Expression von MYC in der Prostatakarzinomzelllinie PC3 5.1.2.
Um den Effekt von Diclofenac in weiteren adhärenten Zelllinien zu bestätigen, wurde die MYC-
Expression nach 24 h in der Prostatakarzinomlinie PC3 untersucht. Auch in PC3 zeigte sich eine 
Hemmung der Proteinexpression von MYC ab 0,4 mM. Bei Diflunisal erkannte man bereits ab 0,1 mM 
einen deutlichen Effekt (Abbildung 14). 
Vereinzelt zeigte sich eine zweite Bande im Western-Blot. Als Ursache ist eine unterschiedliche 




Abbildung 14: Regulation von MYC auf Proteinebene durch NSAIDs in PC3 
2,5 x 106 PC3 Zellen pro Well wurden in 6-Well-Platten für 24 h mit und ohne Diclofenac bzw. Diflunisal inkubiert. 
15-20 µg Protein pro Spur wurden nach Proteinisolierung auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen. Durch Western-
Blot-Analysen wurde die Expression von MYC in PC3 getestet. K stellte eine Kontrolle unbehandelter Zellen dar. 
0,8 mM Arginin diente als Kontrolle für die Diflunisal-Ansätze, da diese Substanz in Arginin gelöst wurde. β-Aktin 
diente als Beladungskontrolle. 
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 Effekt von NSAIDs auf die Expression von MYC in der Histiozytomzelllinie U937 5.1.3.
Neben adhärenten Zelllinien wurden auch Suspensionszelllinien betrachtet. Zunächst wurde die 
Proteinexpression von MYC in der Histiozytomzelllinie U937 unter dem Einfluss von NSAIDs nach 24 h 
beobachtet. 
Bei dieser Zelllinie zeigte sich bereits bei 0,2 mM Diclofenac eine deutliche Hemmung der 
Proteinexpression von MYC. Bei Diflunisal war ab 0,4 mM eine verminderte Expression zu erkennen 
(Abbildung 15). In den Einzelexperimenten war zum Teil unterschiedlich stark eine zweite Bande 
vorhanden, deren Auftreten möglicherweise auf unterschiedliche Glykosylierung oder unterschiedlichen 
Einsatz von Promotoren zurückzuführen ist. 
 
 
Abbildung 15: Regulation von MYC auf Proteinebene durch NSAIDs in U937 
In Gegenwart und Abwesenheit (Kontrolle K) von Diclofenac bzw. Diflunisal wurden 2,5 x 106 Zellen/ Well in 6-
Well-Platten für 24 h inkubiert. Anschließend wurde das Protein isoliert, dessen Konzentration bestimmt und 15-
20 µg pro Spur auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen. Durch Western-Blot-Analysen wurde die Expression von 
MYC in U937 getestet. 0,8 mM Arginin diente als Kontrolle für die Diflunisal-Ansätze, da dieses in Arginin gelöst 
worden war. β-Aktin diente als Beladungskontrolle. 
 
 
Auch für die Zelllinie U937 wurde die MYC-Expression im Zeitverlauf analysiert. Wie in der Abbildung 16 
zu sehen ist, wurde auch in der Histiozytomzelllinie U937 bereits nach einer Stunde bei 0,4 mM 




Abbildung 16: Kinetik von MYC unter dem Einfluss Diclofenac in U937 
Je 2,5 x 106 U937 Zellen wurden in 6-Well-Platten für 1h, 2h, 4h oder 24h in An- und Abwesenheit (Kontrolle K) 
von Diclofenac inkubiert. Nach Proteinisolierung wurden 15-20 µg Protein pro Spur auf ein Polyacrylamidgel 
aufgetragen und anschließend die Expression von MYC im Western-Blot getestet. β-Aktin diente als 
Beladungskontrolle. 
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Im Folgenden wurde in der Zelllinie U937 der Einfluss von Diclofenac und Diflunisal auf weitere 
Transkriptionsfaktoren wie STAT3 betrachtet. Hierzu wurde die Expression von STAT3 im Western-Blot 
nach 24 h ermittelt. Es konnte festgestellt werden, dass Diclofenac und Diflunisal die Proteinexpression 
von STAT3 nicht inhibieren (Abbildung 17). 
 
 
Abbildung 17: Reaktion von STAT3 auf Proteinebene durch NSAIDs in U937 
Nach Inkubation der Zellen zu je 2,5 x 106 pro Well in 6-Well-Platten für 24 h in An- und Abwesenheit (Kontrolle 
K) von Diclofenac bzw. Diflunisal wurde das Protein isoliert und anschließend 15-20 µg Protein pro Spur auf ein 
Polyacrylamidgel aufgetragen. Durch Western-Blot-Analysen wurde die Expression von STAT3 getestet. Mit 0,8 
mM Arginin behandelte Zellen wurden als weitere Kontrolle aufgetragen, um Lösungsmitteleffekte in den 




 Effekt von NSAIDs auf die Expression von MYC in den Jurkat Leukämiezellen 5.1.4.
Als zweite Zelllinie nicht-solider Tumore wurde die Leukämiezelllinie Jurkat unter dem Einfluss von 
Diclofenac untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass ab einer Konzentration von 0,4 mM 
Diclofenac eine deutliche Hemmung der Proteinexpression auftrat (Abbildung 18). Experimente mit 




Abbildung 18: Regulation von MYC auf Proteinebene durch Diclofenac in Jurkat 
Die Zellen wurden zu je 2,5 x 106 pro Well in 6-Well-Platten für 24 h in An- und Abwesenheit (Kontrolle K) von 
Diclofenac inkubiert. Das isolierte Protein wurde mit 15-20 µg pro Spur auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen. 
Durch Western-Blot-Analysen wurde die Expression von MYC in Jurkat getestet. 0,8 mM Arginin diente als 
Kontrolle für die in Arginin gelösten Diflunisal-Ansätze. β-Aktin diente als Beladungskontrolle. 
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Wie die Zusammenfassung der Ergebnisse in Tabelle 1 zeigt, konnte sowohl bei Diclofenac als auch bei 
Diflunisal eine Hemmung der Proteinexpression im Western-Blot festgestellt werden, wohingegen sich 
kein Effekt bei Inkubation mit ASS zeigte. 
 
 MelIm PC3 U937 Jurkat 
Diclofenac ↓ (0,4) ↓ (0,4) ↓ (0,2) ↓ (0,1) 
Diflunisal ↓ (0,4) ↓ (0,1) ↓ (0,4) n.d. 
ASS - n.d. n.d. n.d. 
Tabelle 1: Zusammenfassung der Proteinexpression von MYC in Anwesenheit von Diclofenac, 
Diflunisal und ASS 
Die Melanomzelllinie MelIm, die Prostatakarzinomzelllinie PC3, die Histiozytomzelllinie U937 und die 
Leukämiezelllinie Jurkat wurden bezüglich ihrer MYC-Expression nach NSAID-Zugabe in Western-Blot-Analysen 
untersucht. Die Zahlen in Klammern geben die Konzentration in mM an, ab der eine Hemmung zu erkennen ist. 
n.d. = nicht durchgeführt 
 
 
 Effekt von α-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsäure auf die Expression von MYC in der 5.1.5.
Melanomzelllinie MelIm 
Wie die vorausgegangenen Experimente zeigen, wurde die Proteinexpression von MYC durch die 
NSAIDs Diclofenac und Diflunisal deutlich gehemmt. Daneben war aus Vorexperimenten bekannt, dass 
Diclofenac die Akkumulation von Laktat im Überstand vermindert. Nachdem beschrieben ist, dass 
NSAIDs den Transport von Laktat inhibieren (Tamai, et al., 1995; Emoto, et al., 2002), postulierten wir, 
dass der Effekt von Diclofenac über eine Blockade von Laktat-Transportern (Monocarboxylat-
Transporter, MCT) funktionieren könnte. In Analysen unserer Arbeitsgruppe konnte auch gezeigt 
werden, dass ein spezifischer Inhibitor dieses Transporters, α-Cyano-4-Hydroxy-Zimsäure, ebenso eine 
verminderte Proliferation und eine reduzierte Laktatsekretion von Tumorzellen verursacht. 
Deshalb sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob eine alleinige Blockade des 
Transporters auch eine veränderte MYC-Expression hervorruft. Zu diesem Zweck wurden MelIm Zellen 
in 6-Well-Platten ausgesät und in Gegenwart und Abwesenheit von α-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsäure 
(CINN) für 24 h inkubiert. Anschließend wurde die MYC-Expression im Western-Blot untersucht. Es 
zeigte sich, dass die MYC-Expression nach 24 h Inkubation mit α-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsäure nicht 
verringert ist (Abbildung 19). 
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Abbildung 19: Regulation von MYC auf Proteinebene durch α-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsäure 
(CINN) in der Melanomzelllinie MelIm 
Die Zelllinie MelIm wurde zu je 2,5 x 106 Zellen pro Well in 6-Well-Platten für 24 h in An- und Abwesenheit 
(Kontrolle K) von α-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsäure (CINN) inkubiert. Nach Proteinisolierung und 
Konzentrationsbestimmung wurden 15-20 µg Protein pro Spur auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen und mittels 
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5.2. Analyse von MYC mittels Durchflusszytometrie 
Im nächsten Schritt sollte der Einfluss von Diclofenac auf die Expression von MYC mittels 
Durchflusszytometrie nachgewiesen werden. Hierzu wurde im Rahmen dieser Arbeit zuerst ein Protokoll 
zur intrazellulären Färbung von MYC in den Zelllinien MelIm und U937 etabliert. Zu diesem Zweck war 
es nötig, mehrere Färbeprotokolle mit verschiedenen anti-MYC Antikörpern im Vergleich zu den 
entsprechenden Isotyp-Antikörpern zu testen. Je Ansatz wurden 0,5 x 106 Zellen der Tumorzelllinien 
MelIm und U937 eingesetzt. Da MYC an der Regulation der Zellproliferation beteiligt ist, wurden zur 
Kontrolle humane, frisch isolierte Monozyten als Beispiel für nicht-proliferierende Zellen eingesetzt. 
Nach zwei Waschschritten wurden die Zellen mit PFA/ PBS fixiert und mittels Saponin permeabilisiert. 
Die Färbung erfolgte mit 1 µg direkt fluoreszenzmarkiertem anti-MYC Antikörper bzw. Isotypenkontroll-
Antikörper. Abschließend wurden die Proben mit 1% PFA/ PBS fixiert und durchflusszytometrisch 
analysiert. Das beste Färbeergebnis zeigte sich mit dem direkt konjugierten Alexa-Fluor Antikörper Klon 
9E10 (Santa Cruz) und entsprechender Isotyp-Kontrolle (Abbildung 20). 
 
 
Abbildung 20: Intrazelluläre Färbung von MYC in MelIm, U937 und Monozyten 
Jeweils 0,5 x 106 Zellen (frisch isolierte humane Monozyten, Melanomzelllinie MelIm, Histiozytomzelllinie U937) 
wurden nach zweimaligem Waschen mit PFA/ PBS fixiert und mittels 0,1% Saponin permeabilisiert. Die Färbung 
erfolgte mit 1 µg direkt fluoreszenzmarkiertem anti-MYC Antikörper (Klon 9E10) beziehungsweise der 
Isotypkontrolle (IgG1). Die abschließende Fixierung wurde mit 1% PFA/ PBS erreicht. Die Zellen wurden 
durchflusszytometrisch am FACS analysiert. Dargestellt sind Histogramme eines repräsentativen Experiments. 




Die Diagramme zeigten eine deutliche intrazelluläre Färbung für MYC bei der Melanomzelllinie MelIm, 
eine schwächere Färbung für die Histiozytomzelllinie U937, und keine Färbung für Monozyten. Somit 
ließ sich MYC in proliferierenden Zellen intrazellulär mittels Immunfluoreszenz nachweisen. Für nicht-
proliferierende Monozyten zeigte sich keine Färbung, was im Einklang damit steht, dass MYC 
wesentlich an der Regulation von Proliferation beteiligt ist. 
In zukünftigen Experimenten ist zu prüfen, ob sich nach Inkubation mit NSAIDs eine Veränderung der 
Expression mittels Durchflusszytometrie nachweisen lässt. 
  Ergebnisse 
  39 
5.3. Einfluss von Diclofenac und Diflunisal auf die Promotoraktivität von MYC 
In den bisherigen Untersuchungen wurde gezeigt, dass Diclofenac und Diflunisal die Expression von 
MYC auf Proteinebene reduzieren. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob eine Regulation von 
MYC auf transkriptioneller Ebene erfolgt. Erste Pilotexperimente der Arbeitsgruppe deuteten an, dass 
die mRNA Expression von MYC durch zwei- und achtstündige Inkubation mit Diclofenac reduziert wird, 
wohingegen Diflunisal keinen deutlichen Effekt zeigte. 
Im Rahmen der Arbeit sollte deshalb der Einfluss von Diclofenac und Diflunisal auf die Promotoraktivität 
von MYC untersucht werden. Hierzu wurden zunächst Reporterkonstrukte kloniert, die anschließend im 
Reporterassay untersucht wurden. 
 
 Reporterkonstrukte zur Analyse der Promotoraktivität von MYC 5.3.1.
Das Proto-Onkogen MYC ist in drei Exons gegliedert. Es besitzt mehrere Promotoren, wobei die 
Transkription vorwiegend von P2 aus startet. Regulatorische Domänen befinden sich in der 5’ 
upstream-Region, der 5’ und 3’ UTR und im Intron I (Facchini, et al., 1998). Im Rahmen der Arbeit 
wurde die Region upstream von Exon 1 zur Klonierung von Reporterkonstrukten ausgewählt (4.2.9). 
Durch die Klonierung wurden die Promotorkonstrukte pGL4.10-2700, pGL4.10-1400 und pGL4.10-700 
sowie pGL4.11-2700, pGL4.11-1400 und pGL4.11-700 erhalten (Abbildung 10). Anschließend wurden 
die Konstrukte in die Zelllinie MelIm mittels LipofectaminTM 2000 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 
transient transfiziert. Die Methode basiert auf einer Komplexbildung der zu transfizierenden DNA mit 
kationischen Lipiden. Dieser DNA-Liposomen-Komplex wurde im zweiten Schritt zu den Tumorzellen 
gegeben und nach Fusion mit der Zellmembran in die Zelle aufgenommen. Nach Inkubation mit und 
ohne Testsubstanzen (Diclofenac und Diflunisal) wurde die Luziferaseaktivität mittels Dual Luciferase 
Reporter Assay System (Promega, Madison, USA) bestimmt (Abbildung 21). 
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Abbildung 21: Aufbau des Promotortests 
Das gewünschte DNA-Fragment der Promotorregion von MYC wurde ausgehend von genomischer DNA 
amplifiziert und in den Vektor pTOPO kloniert. Drei unterschiedlich lange Promotorfragmente wurden erstellt, die 
jeweils sowohl in den Vektor pGL4.10 (Promega, Madison, USA) oder, wie hier dargestellt, in den Vektor 
pGL4.11 (Promega, Madison, USA) eingefügt wurden. Zusammen mit dem Referenzvektor pRL-TK erfolgte die 
transiente Transfektion mit Hilfe von Lipofektamin in die Melanomzelllinie MelIm. Nach fünf Stunden wurde 




5.3.1.1. Einfluss von Diclofenac auf die Aktivität verschieden langer Promotorkonstrukte 
Um den Einfluss von Diclofenac beziehungsweise Diflunisal auf den Regulationsbereich von MYC in 
humanen Zelllinien zu untersuchen, wurden die hergestellten Plasmide mit Hilfe von Lipofektion in die 
Melanomzelllinie MelIm transfiziert. Zu diesem Zweck wurden 0,5 x 106 MelIm in 6-Well-Platten 
ausgesät, die am Folgetag mit den in Liposomen eingeschlossenen Plasmiden versetzt wurden. Nach 
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etwa fünfstündiger Inkubationszeit wurde Diclofenac zugegeben und die Zellen in Antibiotika-freiem 
Medium über Nacht bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde die Aktivität der Promotoren nach 12 
beziehungsweise 24 h mit Hilfe des Dual Luciferase Reporter Assay Systems (Promega, Madison, 
USA) bestimmt. 
Wie Abbildung 22 zeigt, hemmten 0,4 mM Diclofenac die Aktivität des längsten und des kürzesten 
Promotorfragments signifikant. Die Aktivität des Konstrukts mit der Regulatorregion von ca. 1400 bp 
wurde durch die Zugabe von Diclofenac ebenfalls gehemmt, jedoch nicht signifikant. Da die Vitalität der 
Zellen bei 0,8 mM Diclofenac stark reduziert war, wurden nur Diclofenac-Konzentrationen bis 0,4 mM 
verwendet. 
Neben Experimenten nach 24 h Inkubation wurden auch Experimente nach 12 h durchgeführt. Dabei 
zeigte sich, dass die Transkription bei 0,4 mM Diclofenac auch hier deutlich bis auf ca. 50% gehemmt 
wurde (Daten nicht gezeigt). 
 
 
Abbildung 22: Einfluss von Diclofenac auf die Aktivität verschiedener Promotorkonstrukte im 
Luziferaseassay 
Je 0,5 x 106 MelIm Zellen wurden in 6-Well-Platten ausgesät. Die Transfektion der Plasmide (pGL4.11-2700, 
pGL4.11-1400 und pGL4.11-700) erfolgte am folgenden Tag mit Hilfe von Lipofectamin. Nach 24-stündiger 
Inkubation in An- und Abwesenheit von Diclofenac wurde die Aktivität der Promotorkonstrukte im Luziferaseassay 
untersucht. Als Negativkontrolle diente ein leerer Vektor pGL4.11. Die Normalisierung der Werte erfolgte mit Hilfe 
eines Vektors, der statt des Luziferasegens ein Renilla-Gen trägt. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus 
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Nachdem somit gezeigt wurde, dass Diclofenac die Reporteraktivität in der Melanomzelllinie MelIm 
signifikant beeinflusst und somit einen Effekt auf transkriptioneller Ebene ausübt, sollte auch untersucht 
werden, ob Diflunisal einen ähnlichen Effekt hat. In einem ersten Pilotexperiment zeigte Diflunisal 
keinen Einfluss auf die Promotoraktivität (Abbildung 23). Inwieweit sich dieses erste Pilotexperiment 
bestätigen lässt, muss in nachfolgenden Experimenten überprüft werden. Eine unterschiedliche 
Reaktion würde auf einen unterschiedlichen Regulationsweg von Diclofenac und Diflunisal hinweisen. 
 
 
Abbildung 23: Fehlender Einfluss von Diflunisal auf die Aktivität verschiedener 
Promotorkonstrukte im Luziferaseassay 
Je 0,5 x 106 Zellen der Melanomzelllinie MelIm wurden in 6-Well-Platten ausgesät und mit den Plasmiden 
(pGL4.11-2700, pGL4.11-1400 und pGL4.11-700) mittels Lipofectamin transfiziert. Nach Inkubation für 24 h in 
An- und Abwesenheit von Diflunisal wurde die Promotoraktivität im Luziferaseassay quantifiziert. Der Vektor 
pGL4.11 diente als Negativkontrolle und die Normalisierung der Werte erfolgte mit Hilfe eines Renilla-Vektors. 
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5.4. Apoptoseinduktion durch nicht-steroidale Antirheumatika (NSAIDs) 
Neben Zellproliferation und Metabolismus reguliert MYC auch die Induktion von Apoptose (Thompson, 
1998). Da Diclofenac und Diflunisal, wie oben gezeigt, die Expression von MYC hemmen, sollte 
untersucht werden, ob auch die Apoptoseinduktion in Tumorzellen durch diese Substanzen beeinflusst 
wird. 
Hierzu wurden MelIm (Melanom) und U937 (Histiozytom) nach Inkubation mit Diclofenac und Diflunisal 
mittels 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD)/ Annexin V-FITC-Färbung analysiert. Annexin V erkennt das 
Phospholipid Phosphatidylserin (PS), das im Zuge des Verlustes der Membranasymmetrie bei der 
Apoptose bereits sehr früh von der Innen- auf die Außenseite der Plasmamembran transportiert wird. 
Alleinige Annexin V-FITC–Färbung kennzeichnet somit früh-apoptotische Zellen. 7-AAD hingegen 
interkaliert in die DNA zwischen Cytosin und Guanin und kennzeichnet somit bei gleichzeitiger Färbung 
mit Annexin V-FITC spät-apoptotische Zellen. Zudem lässt sich Nekrose von Apoptose unterscheiden, 
da nekrotische Zellen nur eine Färbung mit 7-AAD zeigen. Vitale Zellen bleiben ungefärbt. Die 
abschließende Analyse erfolgte mittels Durchflusszytometrie (FACS). 
 
 Veränderung der Apoptose in der Melanomzelllinie MelIm durch NSAIDs 5.4.1.
Zur Durchführung des Apoptoseassays wurden je 1 x 106 Zellen in 6-Well-Platten in An- und 
Abwesenheit von Diclofenac beziehungsweise Diflunisal ausgesät und über Nacht inkubiert. Nach 
Ernten und Waschen der Zellen wurden diese mit Annexin V-FITC und 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) 
markiert. Mittels durchflusszytometrischer Analyse wurde der Prozentsatz vitaler, apoptotischer, spät-
apoptotischer und nekrotischer Zellen bestimmt. Aus Gründen der Übersicht werden in den 
Diagrammen nur jeweils die doppelt positiven, d.h. spät-apoptotischen Zellen den vitalen Zellen 
gegenübergestellt. 
Für MelIm fanden wir lediglich eine leichte Steigerung der Apoptoserate mit einer schwachen 
Verringerung der Vitalität der Zellen (Abbildung 24). In darüber hinausgehenden Experimenten der 
Arbeitsgruppe wurde die leichte Abnahme der Vitalität bestätigt und eine Signifikanz des Ergebnisses 
gezeigt (Gottfried, et al., 2013). Nachdem bis 0,4 mM Diclofenac keine Abnahme der Vitalität 
festzustellen war, hängt der zuvor beschriebene Rückgang der MYC-Expression nicht mit einer 
Abnahme der Vitalität zusammen. 
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Abbildung 24: Einfluss von Diclofenac auf die Vitalität der Melanomzelllinie MelIm 
Je 1 x 106 Zellen der Melanomzelllinie MelIm wurden in 6-Well-Platten in An- und Abwesenheit von Diclofenac in 
unterschiedlichen Konzentrationen für 24 h inkubiert. Die geernteten Zellen wurden mit Annexin V-FITC und 7-
Amino-Actinomycin D (7-AAD) markiert und durchflusszytometrisch ausgewertet. Als Kontrolle dienten 
unbehandelte Zellen. Das Diagramm zeigt Mittelwerte aus zwei (0,4 mM) bzw. drei (0,8 mM) Experimenten. 
 
 
Wie Abbildung 25 zeigt, beeinflusste auch Diflunisal die Vitalität der adhärenten Zelllinie MelIm nicht 




Abbildung 25: Einfluss von Diflunisal auf die Vitalität der Melanomzelllinie MelIm 
Je Ansatz wurden je 1 x 106 Zellen der Melanomzelllinie MelIm in 6-Well-Platten in An- und Abwesenheit von 
Diflunisal ausgesät und für 24 h inkubiert. Anschließend wurden die Zellen nach verschiedenen Waschschritten 
mit Annexin V-FITC und 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) markiert. Die Analyse erfolgte durchflusszytometrisch. 
Als Kontrolle diente eine Probe mit 0,8 mM Arginin, da Diflunisal in Arginin gelöst war. Das Diagramm zeigt 
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Die Inkubation mit nur einem NSAID zeigte keine signifikante Veränderung der Apoptoserate. In 
weiteren Experimenten wurde untersucht, ob die Kombination von Diclofenac und Diflunisal einen 
stärkeren Effekt als die Einzelsubstanzen hat. Wie die Experimente zeigen, fand sich bei der 
Kombination von 0,4 mM Diclofenac und 0,4 mM Diflunisal keine deutliche Verstärkung des Zelltods, 
wohingegen sich bei der Kombination von 0,8 mM Diclofenac und 0,8 mM Diflunisal die Zellvitalität auf 
etwa 50% reduzierte (Abbildung 26). Inwieweit eine längere Inkubation der Zellen mit den 
Einzelsubstanzen zu einer verstärkten Apoptose führt, ist noch zu untersuchen. 
 
  
Abbildung 26: Einfluss von Diclofenac und Diflunisal auf die Vitalität der Melanomzelllinie MelIm 
Nach Inkubation von je 1 x 106 Zellen/ Well der Melanomzelllinie MelIm in 6-Well-Platten in An- und Abwesenheit 
der NSAIDs für 24 h wurden die Zellen geerntet. Anschließend erfolgte nach verschiedenen Waschschritten die 
Färbung mit Annexin V-FITC und 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD). Die Auswertung wurde 
durchflusszytometrisch durchgeführt. Das Diagramm zeigt Mittelwerte aus zwei (0,4 mM) bzw. drei (0,8 mM) 
Experimenten. Students-T-Test: * p<0,05 
 
 
 Veränderung der Apoptose in der Histiozytomzelllinie U937 durch NSAIDs 5.4.2.
Als nächstes wurde die Vitalität der nicht-adhärenten Histiozytomzelllinie U937 nach Inkubation mit 
NSAIDs in vergleichbarer Weise untersucht. Abbildung 27 zeigt repräsentative FACS-Diagramme für 
0,1 mM und 0,8 mM Diclofenac sowie 0,1 mM und 0,8 mM Diflunisal und deren Kombinationen. Hierbei 
ließ sich sowohl bei Diclofenac als auch bei Diflunisal mit steigenden Konzentrationen eine deutliche 
Abnahme vitaler Zellen feststellen. Im Kontrollansatz zeigten sich 75% vitale Zellen, bei Inkubation mit 
0,1 mM Diclofenac noch 68% lebende Zellen, was sich auf nur noch 12% nach Inkubation mit 0,8 mM 
Diclofenac reduzierte. Unter 0,1 mM Diflunisal fanden sich 81% vitale Zellen gegenüber 6% bei 
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nur eine geringe Abnahme vitaler Zellen festzustellen, wohingegen sich bei der Kombination von 0,8 
mM Diclofenac mit 0,8 mM Diflunisal nur noch 2% vitale Zellen detektieren ließen (Abbildung 27). 
 
 
Abbildung 27: Einfluss von Diclofenac und Diflunisal auf die Histiozytomzelllinie U937 
Je 1 x 106 U937 Zellen wurden in 6-Well-Platten in An- und Abwesenheit von Diclofenac bzw. Diflunisal ausgesät 
und für 24 h inkubiert. Nach Ernten und Waschen der Zellen wurden diese mit Annexin V-FITC und 7-Amino-
Actinomycin D (7-AAD) gefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die Zahlen in den Eckpunkten der 
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In Zusammenfassung der drei durchgeführten Experimente zeigte sich für die Zelllinie U937 ein 
deutlicher Effekt bei höheren Konzentrationen an Diclofenac. Während bis zu Konzentrationen von 0,4 
mM kein signifikanter Anstieg an apoptotischen Zellen zu beobachten war, drehte sich das Verhältnis 
von vitalen und apoptotischen Zellen bei 0,8 mM Diclofenac im Vergleich zu unbehandelten Zellen um 
und 70% der Zellen waren apoptotisch (Abbildung 28). Somit ist die Apoptoserate in dieser Zelllinie 
gegenüber der Kontrolle signifikant gesteigert (p < 0,01). 
 
 
Abbildung 28: Einfluss von Diclofenac auf die Vitalität der Histiozytomzelllinie U937 
In Gegenwart und Abwesenheit von Diclofenac in verschiedenen Konzentrationen wurden je 1 x 106 U937 Zellen/ 
Well in 6-Well-Platten inkubiert. Die Zellen wurden anschließend mit Annexin V-FITC und 7-Amino-Actinomycin D 
(7-AAD) markiert und durchflusszytometrisch untersucht. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Das 
Diagramm zeigt Mittelwerte aus drei Experimenten. Student-T-Test: ** p<0,01 
 
 
Um den Effekt von Diflunisal mit dem von Diclofenac zu vergleichen, wurden für U937 ebenso 
Apoptoseassays mit verschiedenen Konzentrationen an Diflunisal durchgeführt. Es konnte gezeigt 
werden, dass durch 0,8 mM Diflunisal über 80% der Zellen in Apoptose gehen (p < 0,01). 0,4 mM 
Diflunisal zeigten im Gegensatz zur Behandlung mit Diclofenac einen Anstieg apoptotischer Zellen auf 
etwa 37% (Abbildung 29). Die Kontrolle mit 0,8 mM Arginin zeigte dabei im Vergleich zur 
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Abbildung 29: Einfluss von Diflunisal auf die Vitalität der Histiozytomzelllinie U937 
Es wurden je 1 x 106 U937 Zellen/ Well in 6-Well-Platten in An- und Abwesenheit von Diflunisal in verschiedenen 
Konzentrationen ausgesät und für 24 h inkubiert. Nach Ernten der Zellen wurden diese mit Annexin V-FITC und 
7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) markiert. Die Analyse erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Als 
Lösungsmittelkontrolle für Diflunisal dienten mit Arginin behandelte Zellen. Es sind Mittelwerte aus drei 
Experimenten gezeigt. Student-T-Test: ** p<0,01 
 
 
Ein noch deutlicherer Effekt auf die Induktion von Apoptose fand sich bei Kombination beider NSAIDs in 
der Zelllinie U937. Nach Kombination von 0,8 mM Diclofenac und 0,8 mM Diflunisal wurden 90% 
apoptotische Zellen detektiert (p ≤ 0,001). Ähnlich wie bei Diflunisal alleine war die erste deutliche 
Veränderung bei Konzentrationen von 0,4 mM zu erkennen (Abbildung 30). In weiterführenden 
Experimenten außerhalb der Arbeit sollte in Kinetik-Analysen untersucht werden, ob längere 
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Abbildung 30: Einfluss von Diclofenac und Diflunisal auf die Vitalität der Histiozytomzelllinie 
U937 
Nach Aussäen von je 1 x 106 Zellen pro Well in 6-Well-Platten in An- und Abwesenheit von NSAIDs wurden diese 
für 24 h inkubiert. Nach Ernten und Waschen der Zellen wurden sie mit Annexin V-FITC und 7-Amino-
Actinomycin D (7-AAD) markiert und durchflusszytometrisch untersucht. Das Diagramm zeigt Mittelwerte aus drei 
Experimenten. Student-T-Test: *** p≤0,001 
 
 
Abschließend sind im Vergleich die vitalen Zellen der Zelllinie U937 bei der Behandlung mit 0,4 mM 
Diclofenac, 0,4 mM Diflunisal und deren Kombination (0,4 mM Diclofenac + 0,4 mM Diflunisal) 
beziehungsweise 0,8 mM Diclofenac, 0,8 mM Diflunisal und 0,8 mM Diclofenac + 0,8 mM Diflunisal 
dargestellt. Es zeigt sich, dass die Kombination der beiden NSAIDs die Apoptoserate gegenüber den 
Einzelsubstanzen steigert, jedoch nicht signifikant. 
 
 
Abbildung 31: Vergleich der Einzel- und Kombinationsanwendung von Diclofenac und Diflunisal 
auf die Vitalität der Histiozytomzelllinie U937 
1 x 106 Zellen wurden pro Well in 6-Well-Platten in An- und Abwesenheit von NSAIDs ausgesät und für 24 h 
inkubiert. Nach Färbung mit Annexin V-FITC und 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) erfolgte die 
durchflusszytometrische Analyse. Das Diagramm zeigt Mittelwerte aus drei Experimenten. Student-T-Test: * 
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6. Diskussion 
 
Ein veränderter Zellmetabolismus ist eines der wesentlichen Charakteristika neoplastischer Zellen und 
trägt zu Proliferation und Progression von Tumoren bei (Hanahan, et al., 2011). Otto Warburg hatte 
bereits im letzten Jahrhundert beobachtet, dass Tumorzellen auch in Gegenwart von Sauerstoff 
vermehrt Glukose aufnehmen und Laktat produzieren (Warburg, 1956). Des Weiteren ist gezeigt, dass 
hohe Laktatkonzentrationen im Tumor mit Malignität assoziiert sind (Walenta, et al., 2000). Die aerobe 
Glykolyse unterstützt die Proliferation und das Wachstum von Tumorzellen, da die Zellen hiermit ihren 
verstärkten Bedarf von Makromolekülen besser decken können (Dang CV, 1999; Vander Heiden, et al., 
2009). Die metabolischen Veränderungen in Tumorzellen sind mit der Stabilisierung von HIF (Hypoxie-
induzierter-Faktor) (Jaakkola, et al., 2001), einem Verlust von p53 (Matoba, et al., 2006) oder mit der 
Regulation von Zielgenen von p53 (Zhang, et al., 2011) assoziiert. Aus diesem Grund wird derzeit 
intensiv die anti-tumorale Wirkung von Substanzen untersucht, die zentrale Regulationspunkte der 
Stoffwechselwege inhibieren (Tennant, et al., 2010). 
Auch das Onkogen MYC, das eine entscheidende Rolle bei Proliferation, Zellzyklus, Apoptose und 
Differenzierung spielt, ist in etwa 30% aller Tumore dereguliert (Vita, et al., 2006). MYC gilt neben dem 
Hypoxie-induzierten Faktor (HIF) als zentraler Regulator des Tumorstoffwechsels und führt zur 
Steigerung der Expression Glykolyse-relevanter Enzyme (Dang, et al., 2008). MYC wird schon länger 
als interessante Zielstruktur einer Therapie diskutiert (Hermeking, 2003; Dang, 2012; Gabay, et al., 
2014). So wurde bereits vor einigen Jahren gezeigt, dass die Inaktivierung von MYC im Mausmodell zur 
Apoptose von Tumorzellen führt (Jain, et al., 2002). Ebenso wurde in verschiedenen Systemen 
dargestellt, dass die Suppression von MYC über Induktion von Seneszenz, Apoptose oder 
Differenzierung zur Tumorregression führt (Li, et al., 2014). Die Transkription von MYC kann durch 
Triple-Helix-bildende Oligonukleotide inhibiert werden, die in der Nähe der Promotorregion binden und 
die Anlagerung von Transkriptionsfaktoren verhindern. Dies ist für die Region um den Hauptpromotor 
P2 in humanen Leukämiezellen gezeigt (McGuffie, et al., 2000). Den Nachweis, dass MYC als 
Zielstruktur geeignet ist, konnten auch Savino und Soucek mit Hilfe des Inhibitors OmoMYC liefern 
(Savino, et al., 2011). Bei OmoMYC handelt es sich um eine dominant negative Form von MYC, die 
Protein-Interaktionen von MYC mit MAX und Miz-1 blockiert, die Bindung von MYC an E-Boxen in 
Promotoren von Zielgen-Promotoren verhindert und zur Regression etablierter Tumore führt. Allerdings 
wurde die Substanz bisher nur im Mausmodell eingesetzt. Für den klinischen Einsatz sind nur wenige 
auf MYC zielende Substanzen zugelassen, so etwa Glukokortikoide wie Dexamethason, die allerdings 
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mit starken Nebenwirkungen assoziiert sind (Schmidt, et al., 2004). Aus diesem Grund ist es 
interessant, klinisch einsetzbare Inhibitoren von MYC zu bestimmen. 
 
 
6.1. Regulation von MYC durch NSAIDs 
Nicht-steroidale Antirheumatika (NSAIDs) werden weltweit zur Schmerztherapie eingesetzt (Steinmeyer, 
2000). Wie epidemiologische Studien zeigen, reduzieren NSAIDs auch das Risiko für 
Krebserkrankungen; wobei jedoch klinisch randomisierte Studien hierzu fehlen (Elwood, et al., 2009; 
Liggett, et al., 2014). 
In verschiedenen Untersuchungen wurden bereits Effekte von NSAIDs auf Proliferation und Apoptose 
von Tumorzellen gezeigt, die allerdings bisher meist auf die Inhibition der Cyclooxygenasen (COX) und 
die Hemmung der Entzündung zurückgeführt wurden (Warner, et al., 2004). Vereinzelt wurden 
Proliferationsinhibition und Apoptose-Induktion durch NSAIDs auch als COX-unabhängiger Effekt 
beschrieben (Hanif, et al., 1996; Zhou, et al., 2010). Schon länger ist auch bekannt, dass NSAIDs die 
mitochondriale Aktivität der Zellen beeinflussen (Moreno-Sánchez, et al., 1999) und den Laktattransport 
von Zellen inhibieren können (Emoto, et al., 2002). Passend hierzu zeigen die Arbeiten unserer Gruppe, 
dass Diclofenac die Proliferation und extrazelluläre Laktatakkumulation von Tumorzellen hemmt 
(Gottfried, et al., 2013). Nachdem MYC als zentraler Regulator des Glukose- und Glutaminstoffwechsels 
gilt (Dang, et al., 2009), sollten im Rahmen der Arbeit Proteinexpression und Promotoraktivität von MYC 
sowie Apoptoseinduktion unter dem Einfluss von Diclofenac und dem ASS-Derivat Diflunisal betrachtet 
werden. 
 
Die Western-Blot-Analysen zeigten eine starke Reduktion der Expression von MYC unter Diclofenac 
und Diflunisal in verschiedenen Zelllinien, so für die Melanomzelllinie MelIm, die 
Prostatakarzinomzelllinie PC3, die Histiozytomzelllinie U937 und die Leukämiezelllinie Jurkat. Am 
sensibelsten reagierte die Leukämiezelllinie Jurkat, bei der die Hemmung der MYC-Expression bereits 
bei 0,1 mM Diclofenac feststellbar war. Auch Diflunisal bewirkte eine Reduktion der Expression von 
MYC, wobei sich bei der Prostatazelllinie PC3 schon bei 0,1 mM Diflunisal eine leichte Hemmung 
beobachten ließ. Als Kontrollsubstanz wurde in verschiedenen Ansätzen das NSAID Acetylsalicylsäure 
(ASS) mitgeführt. Bei Aspirin-Konzentrationen bis 0,8 mM in der Melanomzelllinie MelIm war kein Effekt 
auf die MYC-Expression festzustellen, wenn auch höhere Konzentrationen noch zu testen sind. 
Shachaf et al. konnten im Lymphomen-Mausmodell zeigen, dass ein Schwellenwert der MYC-
Expression für die Aufrechterhaltung des Tumorwachstums wichtig ist (Shachaf, et al., 2008). Inwieweit 
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die in der Arbeitsgruppe festgestellte Proliferationsinhibition durch Diclofenac und Diflunisal hiermit 
zusammenhängt, bleibt zu untersuchen. 
Um auszuschließen, dass die Substanzen einen globalen Rückgang von Transkriptionsfaktoren 
bewirken, wurde STAT3 betrachtet. STAT3 spielt als Transkriptionsfaktor eine entscheidende Rolle bei 
der Entstehung von Tumoren (Wang, et al., 2012). Wie die Western-Blot-Analyse zeigte, wird die 
Expression von STAT3 durch Diclofenac jedoch nicht beeinflusst (Abbildung 13), sodass nicht von 
einem globalen Effekt von Diclofenac auf Transkriptionsfaktoren auszugehen ist, sondern ein MYC-
spezifischer Effekt postuliert werden kann. Im Rahmen der Untersuchungen konnte auch gezeigt 
werden, dass Diclofenac in einer Zelllinie mit induzierbarer MYC-Expression die Proliferation und 
Laktatsekretion MYC-abhängig reduziert (Gottfried, et al., 2013). 
 
Im Folgenden wurde der Einfluss von Diclofenac und Diflunisal auf transkriptioneller Ebene in 
Reporterassays betrachtet. Durch Klonierung wurden zuerst mehrere Reporterkonstrukte des MYC-
Gens hergestellt, deren Aktivität in An- und Abwesenheit von Diclofenac und Diflunisal im Luziferase-
Promotorassay untersucht wurde. Die Aktivität aller Konstrukte wurde durch Zugabe steigender 
Konzentrationen von Diclofenac zunehmend gehemmt. Um die relevante Region im MYC Promotor 
weiter einzugrenzen, wurden Konstrukte mit unterschiedlich großen upstream-Bereichen des Promotors 
(ca. 700, 1400 und 2700 bp) verglichen. Hierbei zeigte sich allerdings kein Unterschied in der Inhibition 
durch Diclofenac, woraus zu folgern ist, dass bereits das kleinste Fragment von 700 bp alle relevanten 
Regionen für eine transkriptionelle Regulation enthält. Bei einem Pilotexperiment unter Zugabe von 
Diflunisal zeigte sich keine Inhibition der Promotoraktivität der verschiedenen Konstrukte. Sollte sich 
dieser Befund bestätigen, würde dies darauf hinweisen, dass Diflunisal über einen anderen 
Mechanismus als Diclofenac zur Reduktion der gezeigten MYC-Expression führt. 
 
 
6.2. Apoptoseinduktion durch Diclofenac und Diflunisal 
Schon länger ist bekannt, dass Diclofenac die Proliferation von Tumorzellen auch in COX-unabhängiger 
Weise blockiert (Hanif, et al., 1996; Zhou, et al., 2010) und mit Apoptose einhergehen kann, wie für 
Pankreaskarzinom-, Neuroblastom- und Ovarialkarzinomzellen beschrieben wurde (Mayorek, et al., 
2010; Cecere, et al., 2010; Valle, et al., 2013). Nachdem in unserer und anderen Arbeitsgruppen in 
verschiedenen Mausmodellen eine Reduktion des Tumorwachstums durch Diclofenac gefunden wurde, 
(Hoferová, et al., 2002; Johnsen, et al., 2004; Mayorek, et al., 2010; Gottfried, et al., 2013), sollte 
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untersucht werden, ob die MYC-Reduktion durch Diclofenac in den untersuchten Zelllinien auch mit 
einem Einfluss auf die Zellvitalität und Apoptose-Induktion einhergeht. 
Hierbei zeigte die Histiozytomzelllinie U937 größere Sensibilität für Diclofenac und Diflunisal als die 
Melanomzelllinie MelIm. Während bei der Melanomzelllinie nur bei der Kombination von Diclofenac und 
Diflunisal Apoptose induziert wurde, zeigte sich bei U937 auch mit den Einzel-Substanzen Apoptose. 
Inwieweit sich der Effekt bei längerer Inkubation verstärkt, bleibt zu untersuchen. Anzumerken ist, dass 
Serumkonzentrationen von 0,4 und 0,8 mM Diclofenac in der gängigen klinischen Anwendung nicht 
erreichbar sind. Allerdings könnte eine Anreicherung im Gewebe lokal zu einer stark erhöhten 
Konzentration führen, was noch zu testen ist. Außerdem werden bei Diflunisal höhere Spiegel erreicht 
(bis zu 0,8 mM). Dass sich stärkere Apoptose bei Kombination beider Substanzen erreichen lässt, 
spricht für einen Einsatz als Kombinationstherapie.  
Nachdem die Suppression der MYC-Expression jeweils bereits bei niedrigerer Konzentration als die 
Apoptoseinduktion festgestellt wurde, ist auf unabhängige Mechanismen zu schließen. In der Literatur 
finden sich mehrere Beispiele für eine MYC Repression mit und ohne Apoptoseinduktion (McCormack, 
et al., 1984; Eastman-Reks, et al., 1986; Askew, et al., 1991; Evan, et al., 1992; Askew, et al., 1993; 
Fischer, et al., 1994; Wood, et al., 1994; Thompson, et al., 1995; Russo, et al., 2003; Hoffman, et al., 
2008). Außerdem ist im transgenen Mausmodell gezeigt, dass die Inaktivierung von MYC zur 
Differenzierung und zum Rückgang eines T-Zell-Lymphoms führte (Felsher, 2010). Ob Diclofenac und 
Diflunisal in den Zellen zur Differenzierung führen, sollte über die Arbeit hinaus untersucht werden. 
Nachdem die Kombination von Diclofenac und Diflunisal zu einer wesentlich verstärkten Apoptose 
führte, was möglicherweise auf unterschiedliche Mechanismen der beiden Substanzen zurückzuführen 
ist, ist zu fragen, ob die Kombination mit anderen Substanzen eine weitere Verbesserung des Effekts 
ermöglicht. Hierbei wäre auch interessant zu untersuchen, ob die Wirkung bei Kombination von 
Diclofenac und Diflunisal mit anderen in den Glukosestoffwechsel eingreifenden Substanzen verstärkt 
wird. Frühere Experimente aus der Arbeitsgruppe konnten bereits zeigen, dass durch die Kombination 
von Pioglitazon mit 2-Deoxyglukose - einer Substanz, die die Zellen in die Glykolyse treibt mit einer 
Substanz, die die Glykolyse inhibiert - das Tumorzellwachstum deutlich stärker verringert wird, als mit 
den Einzelsubstanzen (Gottfried, et al., 2011). 
 
 
Die Ergebnisse zur Verringerung der MYC-Expression, Inhibition der Tumorzellproliferation und 
Induktion von Apoptose durch Diclofenac und Diflunisal zeigen, dass es sich bei diesen Substanzen um 
interessante Medikamente zur Unterstützung einer Tumortherapie handelt und eine Kombination mit 
anderen Substanzen wertvolle Ansätze bietet. Die Experimente wurden bisher an Zelllinien 
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durchgeführt, sodass eine Bestätigung in Primärzellen noch aussteht. Allerdings konnte im Maus-
Melanom-Modell mit Diclofenac bereits eine eindeutige Hemmung des Tumorwachstums nachgewiesen 
werden (Gottfried, et al., 2013). 
 
 
Abbildung 32: Einfluss von Diclofenac und Diflunisal auf verschiedene Tumorzelllinien 
Das NSAID Diclofenac beeinflusst Promotoraktivität, mRNA- und Protein-Expression von MYC. Diflunisal 
beeinflusst MYC nur auf Proteinebene. Zusätzlich hemmt Diclofenac die Laktatakkumulation im Medium; 
Diflunisal hingegen nicht. Diclofenac und Diflunisal induzieren Apoptose und hemmen die Proliferation in 
Abhängigkeit der gewählten Zelllinie. 
 
 
Abschließend ist eine Zusammenfassung der unterschiedlichen Einflussebenen durch die beiden 
NSAIDs Diclofenac und Diflunisal dargestellt (Abbildung 32). 
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7. Zusammenfassung 
 
Ein veränderter Zellmetabolismus ist wesentliches Charakteristikum von Tumorzellen und trägt zu 
Proliferation und Progression bei. Das in etwa 30% aller Tumore dysregulierte Onkogen MYC gilt als 
einer der zentralen Regulatoren des Glukose- und Glutamin-Stoffwechsels. Die Deregulation dieser 
metabolischen Wege stellt somit eine vielversprechende Zielstruktur für die Tumortherapie dar. 
Nicht-steroidale Antirheumatika (NSAIDs) werden schon seit längerem mit anti-tumoraler Aktivität in 
Zusammenhang gebracht, wobei bisher COX-spezifische Effekte als Ursache gezeigt wurden. Im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation von MYC durch die NSAIDs Diclofenac und 
Diflunisal im Vergleich zu Acetylsalicylsäure analysiert. 
Dabei wurde zunächst die Proteinexpression von MYC in einer Melanomzelllinie (MelIm), einer 
Prostatakarzinomzelllinie (PC3), einer Histiozytomzelllinie (U937) und einer Leukämiezelllinie (Jurkat) 
mit Hilfe von Western-Blot untersucht. Hierbei konnte sowohl bei steigenden Diclofenac- als auch bei 
steigenden Diflunisalkonzentrationen eine Hemmung der Proteinexpression von MYC in allen Zelllinien 
festgestellt werden. Eine Behandlung der Zellen mit Acetylsalicylsäure (ASS) zeigte dies jedoch nicht. 
Die Effekte auf Proteinebene sollten anschließend auch durch intrazelluläre Färbung von MYC mit Hilfe 
von direkt fluoreszenz-markierten Antikörpern untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde ein 
Färbeprotokoll mit verschiedenen anti-MYC Antikörpern in MelIm und U937 etabliert. Dabei konnte in 
beiden Zelllinien MYC mittels intrazellulärer Färbung nachgewiesen werden. Als Vergleich wurden nicht-
proliferierende Monozyten verwendet, die keine MYC-Expression zeigten. In weiteren Experimenten ist 
zu untersuchen, ob nach Behandlung mit NSAIDs immunzytochemisch eine veränderte Expression 
nachgewiesen werden kann. 
Nachdem auf Proteinebene eine Hemmung der Expression von MYC festgestellt werden konnte, wurde 
auch die Regulation auf transkriptioneller Ebene untersucht. Zu diesem Zweck wurden verschiedene 
Reporterkonstrukte kloniert, die unterschiedlich lange Bereiche um den Hauptpromotor von MYC 
enthielten. Nach Transfektion in die Zelllinie MelIm und Inkubation in An- und Abwesenheit von 
Diclofenac und Diflunisal wurde die Promotoraktivität mittels Luziferase-Assays getestet. Diclofenac 
supprimierte die Transkription signifikant, während Diflunisal keinen Einfluss zeigte. Die drei 
unterschiedlich großen Promotorregionen ließen keinen signifikanten Unterschied erkennen. 
Da MYC entscheidend die Regulation von Proliferation und Apoptose beeinflusst, wurde des Weiteren 
analysiert, inwieweit Diclofenac und Diflunisal Apoptose in den untersuchten Zelllinien auslösen. Mit 
Hilfe von durchflusszytometrischen Analysen wurde die Vitalität von MelIm und U937 nach Behandlung 
mit Diclofenac und Diflunisal getestet. Es konnte gezeigt werden, dass sich Diclofenac und Diflunisal bei 
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den behandelten Zelllinien unterschiedlich verhalten. Während bei MelIm nur durch die Kombination 
beider NSAIDs in den höchsten Konzentrationen wesentlich Apoptose induziert werden konnte, 
verringerten in U937 bereits die einzelnen NSAIDs in den höchsten Konzentrationen signifikant die 
Vitalität der Zellen. Die Kombination von Diclofenac und Diflunisal führte in beiden Zelllinien zur deutlich 
verstärkten Apoptose. 
Die dargestellten Arbeiten deuten an, dass Diclofenac und Diflunisal das Onkogen MYC auf 
unterschiedliche Weise beeinflussen. Während Diclofenac auf transkriptioneller Ebene und 
Proteinebene agiert, erreicht Diflunisal nur eine deutliche Hemmung der Proteinexpression. Die 
Tatsache, dass ASS keinen Effekt zeigt, lässt außerdem annehmen, dass es sich hierbei um Substanz-
spezifische und COX-unabhängige Regulationsmechanismen handelt. 
Insgesamt stellt die Beeinflussung von MYC durch NSAIDs einen vielversprechenden Ansatz für eine 
spezifische Tumortherapie dar, sodass Diclofenac als interessante Substanz zur Unterstützung einer 
Tumortherapie anzusehen ist. 
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8. Summary 
 
Regulation and function of the onco-gene MYC by the non-steroidal anti-inflammatory drugs 
Diclofenac and Diflunisal 
A metabolic switch is one of the main characteristics of cancer cells and contributes to their proliferation 
and progression. The onco-gene MYC - one of the major regulators of glucose and glutamine 
metabolism – is in ~ 30% of human cancers deregulated. It therefore represents a very promising target 
for cancer therapy. 
For nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) anti-tumoral effects are discussed for some time. So 
far mainly COX-dependent mechanisms are shown. This paper analyses the regulation of MYC by two 
NSAIDS – Diclofenac and Diflunisal - in comparison to ASS. 
First the protein expression of MYC was analyzed by western blotting in a human melanoma cell line 
(MelIm), a prostate carcinoma cell line (PC3), a human histiocytic lymphoma cell line (U937) and a T-
cell leukemia cell line (Jurkat). The protein expression of MYC was inhibited by increasing 
concentrations of Diclofenac and Diflunisal in all cell lines. In contrast ASS showed no effect. A further 
method for analyzing effects on protein level is an intracellular staining by fluorescence-tagged 
antibodies. First a staining protocol had to be established for MelIm and U937. For both cell lines a 
positive staining could be observed whereas in non-proliferating monocytes without MYC expression no 
reaction appeared. The influence of NSAIDs on the expression remains to be investigated in further 
experiments.  
Another point of interest was the transcriptional regulation by NSAIDs. Different constructs of variable 
length upstream the transcription start site were cloned and transfected into MelIm. The promotor 
activity was tested using the Dual-Luciferase-Reporter Assay System in presence and absence of 
Diclofenac and Diflunisal. Diclofenac significantly suppressed the promotor activity whereas Diflunisal 
showed no effect. There was no significant difference for the different lengths. 
Furthermore MYC regulates proliferation and apoptosis. We therefore analyzed the influence of 
Diclofenac and Diflunisal on apoptosis by evaluating the vitality of MelIm and U937 cells after treatment 
by flow cytometric analyses (FACS). A different reaction for the two cell lines could be observed. Only 
the combination of both NSAIDs in the highest concentrations induced apoptosis in MelIm. For U937 
also the single use of Diclofenac or Diflunisal in the highest concentration induced apoptosis 
significantly. The combination of both NSAIDs always showed a greater effect than the singular use. 
  Summary 
  58 
This work shows an influence of Diclofenac and Diflunisal on the onco-gen MYC on different levels. 
Diclofenac suppresses the transcription and the protein expression whereas Diflunisal only affects the 
protein expression. The fact that ASS has no effect proposes a COX-independent mechanism. 
In conclusion, MYC represents a very attractive target for specific cancer therapy and Diclofenac might 
be a promising anti-cancer drug supporting established therapies.  
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